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Muitos agentes quimioterapêuticos actuais são ineficazes devido à sua elevada toxicidade em tecidos 
saudáveis e à resistência intrínseca ou adquirida das células cancerígenas. Assim, é imprescindível a 
síntese de novos compostos com elevado potencial citotóxico em células tumorais e com reduzidos 
efeitos secundários. Esta tese teve como objectivo a caracterização do potencial anti-tumoral do 
complexo de coordenação trans-[PtCl2{RC(=O)N=CN-(H)C(Me)2–CH2CH2}2] (R=CH2CO2Me). Os 
ensaios in vitro em linhas tumorais HCT116 e HepG2 revelaram que o complexo apresenta valores de 
IC50 de 22,74 e 22,08 µM, respectivamente. Avaliou-se a sua selectividade para células tumorais, 
observando-se que em culturas celulares de fibroblastos e de células epiteliais MCF-10A, o complexo 
promoveu a diminuição da viabilidade em cerca de 15 %, enquanto em linhas tumorais a diminuição 
foi superior a 50 %. A marcação com Hoechst 33258 de células HCT116 e HepG2 incubadas com 35 
µM do complexo permitiu observar fragmentação e condensação nuclear, características do 
mecanismo de apoptose. Para a mesma concentração de composto, a análise por citometria de fluxo 
com marcação dupla com anexina V-FITC e iodeto de propídio revelou 32,52 % de células HCT116 
em apoptose. Sendo a molécula de DNA o principal alvo da cisplatina, realizaram-se estudos de 
interacção, para determinar a afinidade do complexo para esta molécula. A constante de afinidade, 




, que é indicativo de elevada 
afinidade para o DNA, comparativamente ao valor de referência obtido para a doxorrubicina. Uma vez 
que se observou retardamento da mobilidade electroforética da forma superenrolada do DNA 
plasmídico, com o aumento da concentração do complexo, a interacção deste com o DNA ocorre, 
possivelmente, pela formação de aductos. Contudo, o complexo não apresenta genotoxicidade 
significativa em células V79, sendo que outros mecanismos, nomeadamente ao nível da regulação do 
ciclo celular, poderão estar envolvidos na actividade antiproliferativa do complexo.  
 






Many of the currently used chemotherapeutic agents present important drawbacks such as their high 
toxicity towards healthy tissues and the intrinsic and acquired drug resistance presented by tumor 
cells. Thus, it is of maximum importance to find new compounds with either high cytotoxic potential 
against tumor cells and reduced side effects. The aim of this work was to characterize the anti-tumor 
potential of a coordination compound, trans-[PtCl2{RC(=O)N=CN-(H)C(Me)2–CH2CH2}2] 
(R=CH2CO2Me). In vitro assays in tumor cell lines allowed determining IC50 values of 22,74 and 
22,08 μM for HCT116 and HepG2 cells, respectively. Additionally, the complex presented selectivity 
to tumor cells over cultured non-tumor fibroblasts and MCF-10A epithelial cells: it promoted about 15 
% loss of viability in these non-tumor cells comparing to more than 50 % in tumor cells. HCT116 and 
HepG2 cells exposed to 35 μM of the complex presented typical features of apoptosis, namely nuclear 
fragmentation and condensation, as observed by Hoechst 33258 staining. Furthermore, 32,52 % of 
apoptotic cells were determined after flow cytometry analysis of HCT116 cells treated with 35 μM of 
the complex and double stained with annexinV-FITC and propidium iodide. Since DNA is the major 
cellular target of cisplatin, DNA interaction studies were performed in order to evaluate the ability of 




 suggests that the 
complex interacts with DNA with high affinity, by comparison to the value obtained for doxorubicin. 
The complex induced a decrease of the electrophoretic mobility of supercoiled plasmid DNA in a 
concentration-dependent manner, which might suggest the formation of complex-DNA adducts. 
However, the complex didn’t present relevant genotoxicity in V79 cells, and hence its antiproliferative 
activity must be due to other mechanisms such as cell cycle arrest. 
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-9
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-12
 kg) 
L Litro; mL – mililitro (10
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 L), μL – microlitro (10
-6
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-2
 m), mm – milímetro (10
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M Molar (mol/L); mM – milimolar (10
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ºC Graus Celsius 
pb Pares de bases 
rpm Rotações por minuto 
U Unidade; mU – miliunidade 
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[complexo] Concentração de complexo 
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∑ Somatório 
ε Coeficiente de extinção molar 
εa Coeficiente de extinção molar aparente 
εb Coeficiente de extinção molar do composto ligado ao DNA 
εf Coeficiente de extinção molar do composto no estado livre 
λ Comprimento de onda 






1.1.  O Cancro 
1.1.1. Incidência e Mortalidade 
O cancro é a segunda causa de morte tanto nos países desenvolvidos como em vias de 
desenvolvimento (Jemal et al., 2011; Fernandes, 2010). Nestes últimos anos tem-se observado um 
aumento na incidência de cancro devido principalmente ao crescimento e envelhecimento da 
população mundial e aos comportamentos de risco adoptados, de entre os quais o tabagismo, as dietas 
alimentares desequilibradas e a falta de exercício físico (Jemal et al., 2011). Em 2008 foram estimados 
mundialmente 12,7 milhões de novos casos e 7,6 milhões de mortes por cancro, o equivalente a 13 % 
das mortes contabilizadas nesse ano (WHO, 2012; Jemal et al., 2011).  
Mundialmente evidenciou-se uma maior incidência de cancros do pulmão, mama, colorectal e 
próstata, e uma maior taxa de mortalidade associada aos cancros do pulmão, estômago, fígado, 
colorectal e mama (Figura 1.1A) (Adaptado de GLOBOCAN, 2008). Em Portugal observou-se uma 
maior incidência e taxa de mortalidade para os cancros colorectal, mama, próstata, pulmão e estômago 
(Figura 1.1B) (Adaptado de GLOBOCAN, 2008). A observação de uma relação próxima entre as 
taxas de incidência e mortalidade para alguns cancros, como é o caso dos cancros do pulmão, 
estômago e fígado, permitem inferir a existência de uma terapêutica ineficiente, possivelmente devida 
















Figura 1.1 – Incidência e Mortalidade a nível mundial (A) e em Portugal (B) para os principais tipos de cancro 
(dados referentes ao número de novos casos de morte por cancro em 100000 pessoas por ano). Dados referentes 






Para o ano de 2030 são estimadas 12 milhões de mortes por cancro (Fernandes, 2010). Desta 
forma, apesar da grande investigação na área do cancro e dos avanços no tratamento desta doença, é 
visível um aumento da incidência bem como da mortalidade por cancro a nível mundial, sendo 
necessário continuar a investigação nomeadamente em novas terapias a serem aplicadas a fim de 
reduzir significativamente estas estimativas (Fernandes, 2010; Anand et al., 2008; Kovvali, 2002). 
 
 
1.1.2. Tumorigénese  
O cancro é uma doença heterogénea cujos diferentes tipos apresentam em comum uma elevada 
desregulação da proliferação celular (Elmore, 2007; Robbins et al., 2003; Garrett, 2001). 
Os factores envolvidos no desencadeamento da tumorigénese podem ser englobados em dois 
grandes grupos: os internos, como mutações hereditárias e alterações hormonais e imunitárias e, os 
externos ou ambienciais, dos quais são exemplo o tabagismo e o alcoolismo, a dieta alimentar 
desequilibrada e a obesidade, a falta de exercício físico, agentes infecciosos, poluentes ambientais, 
condições de stress e radiação (WHO, 2012; Anand et al., 2008).  
Mutações genéticas na linha germinal, e portanto hereditárias, estão associadas a um reduzido 
número de cancros (5 a 10 % de todos os cancros) (Grivennikov et al., 2010; Anand et al., 2008). A 
maioria dos casos de cancro (90 a 95 %) está associada a mutações somáticas promovidas por factores 
ambienciais (Grivennikov et al., 2010; Anand et al., 2008; Robbins et al., 2003).  
Mutações aleatórias nos genes implicados na proliferação ou morte celular desencadeiam uma 
alteração no equilíbrio entre a divisão e a morte celular, impedindo que as células respondam aos 
normais mecanismos homeostáticos (Bertram, 2001). Desta forma, o aumento anormal e 
descontrolado do número de células após várias divisões sucessivas é clinicamente referido como 
neoplasia (Bertram, 2001).  
Uma célula neoplásica apresenta potencial replicativo aumentado, não respondendo à regulação 
do crescimento celular e competindo com células saudáveis pelos mesmos substratos metabólicos 
(Robbins et al., 2003). Uma neoplasia, ou tumor, pode ser classificada de benigna ou maligna 
(Robbins et al., 2003). Ao contrário de um tumor benigno, que se apresenta espacialmente confinado, 
um tumor maligno, ou cancro, exibe capacidade de invasão dos tecidos adjacentes ao foco primário e 
de metastização (Robbins et al., 2003).  
O processo de progressão tumoral é lento e bastante complexo, dependendo de uma sequência 
de múltiplas etapas e de uma grande mutagenicidade a qual lhe permite a aquisição de determinadas 
propriedades, referidas adiante, que tornam possível a progressão tumoral (Luo et al., 2009; Teixeira, 
2008; Hanahan e Weinberg, 2000). O processo carcinogénico é definido por três grandes etapas: 





A tumorigénese é desencadeada pela presença de alterações genéticas não letais no genoma de 
uma célula normal (Teixeira, 2008; Robbins et al., 2003). Subsequentemente ocorre a acumulação de 
mutações, favorecida por danos nas vias de reparação do DNA, que impedem a reparação destas 
alterações por parte da célula (Teixeira, 2008; Robbins et al., 2003). A acumulação destas mutações 
em genes essenciais ao controlo da proliferação celular, da apoptose e da manutenção da integridade 
do genoma, conferem vantagem em termos de sobrevivência e proliferação celular, permitindo a 
expansão clonal da célula inicialmente alterada e assim a transformação de uma célula normal em 
tumoral (Luo et al., 2009; Teixeira, 2008; Hanahan e Weinberg, 2000). 
As principais classes de genes envolvidas na tumorigénese incluem oncogenes e genes 
supressores de tumores (Croce, 2008; Lewin, 2004; Robbins et al., 2003). Os primeiros são activados 
inadequadamente através de mutações de ganho de função e os seus produtos de expressão encontram-
se envolvidos na progressão tumoral (Lewin, 2004; Robbins et al., 2003; Hanahan e Weinberg, 2000). 
Os segundos codificam para proteínas envolvidas no controlo do ciclo celular e são inactivados por 
mutações de perda de função (Lewin, 2004; Robbins et al., 2003; Hanahan e Weinberg, 2000). A 
aquisição sequencial de mutações genéticas e/ou epigenéticas adicionais tem origem numa 
instabilidade genómica que permite a progressão tumoral até ao aparecimento de uma neoplasia 
maligna, ao promoverem um aumento da proliferação celular, capacidade de invasão do tecido normal 
local e metastização (Hanahan e Weinberg, 2011; Teixeira, 2008; Robbins et al., 2003; Bertram, 
2001).  
 Considera-se a existência de seis características comuns a todos os cancros humanos, 
nomeadamente: independência/auto-suficiência de factores de crescimento; insensibilidade a sinais 
inibidores de crescimento; evasão aos mecanismos de morte celular programada (apoptose); potencial 
Figura 1.2 – O processo multifásico de carcinogénese é desencadeado através de mutações em células epiteliais 
que permitem que estas proliferem descontroladamente. O resultante desequilíbrio na homeostasia celular 
promove uma resposta inflamatória, e assim, o crescimento tumoral em grande parte suportado pela 
angiogénese. A hiperplasia e a displasia culminam no desenvolvimento do estado maligno da neoplasia, o 
cancro (Adaptado de Albini e Sporn, 2007). 
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replicativo ilimitado; capacidade de invasão e metastização e indução de angiogénese (capacidade de 
formação de novos vasos sanguíneos) sustentada (Hanahan e Weinberg, 2011), como exemplificadas 
na Figura 1.3. Estados inflamatórios podem encontrar-se também associados à tumorigénese e 
progressão tumoral, uma vez que o microambiente do tumor é enriquecido com factores de 
crescimento, de sobrevivência e pró-angiogénicos, bem como enzimas modificadoras da matriz 
extracelular, que facilitam o crescimento celular, a angiogénese, a invasão e a metastização (Hanahan 
















A sustentação da sinalização da proliferação é uma das características mais importantes 
adquiridas pelas células cancerígenas, em que estas apresentam uma independência da estimulação de 
proliferação pelo tecido normal circundante (Hanahan e Weinberg, 2000; Hanahan e Weinberg, 2011). 
Assim, a sinalização da proliferação celular é coordenada pelas células cancerígenas através da 
produção dos seus próprios factores de crescimento (Hanahan e Weinberg, 2000; Hanahan e 
Weinberg, 2011). Para a proliferação contínua das células cancerígenas é igualmente necessário que as 
células evitem a acção dos inibidores de crescimento celular, os quais são essenciais para a 
homeostasia celular em tecidos normais (Hanahan e Weinberg, 2000; Hanahan e Weinberg, 2011). 
Defeitos nestes mecanismos de controlo do crescimento celular por feedback negativo permitem 
aumentar a sinalização da proliferação (Hanahan e Weinberg, 2000; Hanahan e Weinberg, 2011). 
Devido à estimulação do crescimento e divisão celular, as células tumorais sofrem uma reprogramação 
do metabolismo energético, dependendo da glicólise para a formação de ATP (Hanahan e Weinberg, 
2011; Amaravadi e Thompson, 2007). 
Resistência à morte 
celular programada 
Auto-suficiência de 
factores de crescimento 
 
Indução de angiogénese 
Potencial replicativo 
ilimitado 
Capacidade de invasão e 
metastização 
Insensibilidade a 
inibidores de crescimento 
Figura 1.3 – Representação das principais características adquiridas pelas células durante o processo de 
carcinogénese (Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2011). 
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É ainda essencial para a progressão de células cancerígenas, a aquisição de resistência ao 
processo de morte celular apoptótico, que ocorre principalmente pela inibição do gene supressor 
tumoral TP53, pelo aumento da expressão de proteínas anti-apoptóticas ou por repressão da expressão 
de proteínas pró-apoptóticas (Hanahan e Weinberg, 2011; Elmore, 2007; Garrett, 2001). Sabe-se que o 
aumento da actividade da enzima telomerase em células cancerígenas está relacionado com a 
manutenção do tamanho dos seus telómeros, e consequentemente com o processo de imortalização das 
mesmas (Hanahan e Weinberg, 2011; Amaravadi e Thompson, 2007). A perda de inibição por 
contacto entre células é essencial nesta fase de aquisição de imortalidade celular (Hanahan e 
Weinberg, 2011; Berx e van Roy, 2009). É ainda necessário que as células cancerígenas adquiram 
capacidade de angiogénese, de forma a obter oxigénio e nutrientes essenciais à função e sobrevivência 
das células, bem como a eliminar resíduos metabólicos e dióxido de carbono (Garrett, 2001; Hanahan 
e Weinberg, 2000; Hanahan e Weinberg, 2011). As capacidades de invasão e metastização de células 
cancerígenas advêm da perda de adesão celular devido a defeitos genéticos e epigenéticos nos genes 
envolvidos na adesão entre células e entre a célula e a matriz extracelular, resultando na perda da 
capacidade de diferenciação celular e de inibição por contacto e na promoção da disseminação destas 
células para locais distantes do seu local de origem (Hanahan e Weinberg, 2011; Berx e van Roy, 
2009; Garrett, 2001). A inibição da E-caderina, uma proteína envolvida na adesão célula-célula, por 
repressão da expressão e/ou mutação pontual, está associada ao desenvolvimento da invasão e 
metastização (Hanahan e Weinberg, 2011; Berx e van Roy, 2009). A metastização é responsável por 
90 % das mortes por cancro em humanos (Hanahan e Weinberg, 2000). As células tumorais devem 
ainda adquirir capacidade de evasão aos mecanismos de eliminação pelo sistema imunológico, uma 
vez que este sistema impede quer a formação quer a progressão tumoral (Hanahan e Weinberg, 2011; 
Johnstone et al., 2002).  
 
 
1.2. Morte Celular 
O processo de morte celular pode ocorrer através de dois mecanismos principais, a necrose e a 
apoptose (Debnath et al., 2005; Ghobrial et al., 2005). A capacidade de uma célula entrar em apoptose 
ou necrose depende de uma variedade de determinantes ambienciais e fisiológicos, como sendo o tipo 
de tecido e o estadio de desenvolvimento em que este se encontra, o meio fisiológico, e ainda a 
natureza do agente indutor de morte celular (Zeiss, 2003). O processo necrótico é dependente da 
ocorrência de um dano externo, enquanto a apoptose pode ser desencadeada por estímulos internos ou 
externos (Ghobrial et al., 2005; Lawen, 2003). Com base no tipo e/ou quantidade do estímulo, pode 
então desencadear-se um ou o outro processo de morte celular (Elmore, 2007). Neste seguimento, 
compostos anti-tumorais que tenham a capacidade de induzir morte celular por apoptose quando em 
concentrações relativamente baixas podem, em concentrações mais elevadas, constituir um stress 
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demasiado elevado para a célula, impedindo-a de concretizar o processo apoptótico e 
consequentemente conduzindo-a à necrose (Elmore, 2007; Kroemer et al., 2007).  
A permeabilização mitocondrial, uma via comum a ambos os processos de morte celular, 
depende entre outros factores, dos níveis de ATP, sendo que a depleção de ATP desencadeia a necrose 
e a existência de moléculas de ATP promove a apoptose, uma vez que a activação de caspases, 
essenciais neste processo, é dependente desta fonte de energia (Elmore, 2007; Kim et al., 2003; 
Denecker et al., 2001).  
A necrose tem sido descrita como um processo de morte celular de grande toxicidade, que 
ocorre de forma passiva, independente de energia e não programada fisiologicamente, isto é, sem pré-
determinação genética (Amaravadi e Thompson, 2007; Elmore, 2007; Kroemer et al., 2007; Debnath 
et al., 2005). Contudo, a necrose é considerada por alguns autores como um processo programado, 
resultante da activação de cascatas de transdução de sinal específicas (Golstein e Kroemer, 2007). Este 
processo parece ser executado segundo uma série de eventos intracelulares cumulativos, 
independentes de caspases (Golstein e Kroemer, 2007). No desenvolvimento desta sequência de 
eventos existem sinais iniciais de disfunção mitocondrial, sendo estes (i) a produção de espécies 
reactivas de oxigénio (ROS) pela mitocôndria, bem como (ii) a dilatação deste organelo, (iii) depleção 
de ATP, (iv) desregulação da homeostasia de Ca
2+
, (v) formação de clusters de organelos localizados 
perinuclearmente, (vi) activação de algumas proteases como as calpaínas e catepsinas, (vii) ruptura 
lisossomal, e por fim (viii) a perda da integridade da membrana plasmática (Golstein e Kroemer, 
2007).  
Morfologicamente, caracteriza-se por um aumento do volume celular (oncose), aumento do 
volume dos organelos e perda da integridade da membrana celular com libertação dos constituintes 
celulares para o microambiente circundante (Hanahan e Weinberg, 2011; Kroemer et al., 2009). De 
entre os constituintes celulares fazem parte moléculas pró-inflamatórias cuja libertação promove o 
desenvolvimento de respostas inflamatórias, cuja capacidade de promover a tumorigénese foi já 




A apoptose apresenta-se como um mecanismo pelo qual alguns agentes quimioterapêuticos, 
entre os quais os compostos de platina, exercem a sua actividade anti-tumoral (Li et al., 2007; Festjens 
et al., 2006; Lacour et al., 2004; Johnstone et al., 2002). Desta forma, o conhecimento do mecanismo 
de regulação da apoptose permite definir novos alvos terapêuticos, e assim formular uma terapia 
baseada no desencadeamento do processo apoptótico (Amaravadi e Thompson, 2007). 
A apoptose é considerada um processo de morte celular programado ou de suicídio celular, uma 
vez que é desencadeada através de indicação, por parte de uma base genética intrínseca à célula, da 
necessidade de proceder à sua eliminação, através de uma cascata de caspases (descrita adiante e 
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ilustrada na Figura 1.4) (Elmore, 2007; Fuertes et al., 2003). A homeostasia celular, de extrema 
importância durante o desenvolvimento humano e cuja perturbação está envolvida em estados de 
doença, é mantida por este processo de morte celular fisiológico, de grande complexidade e 
precisamente regulado, que pode ser desencadeado por determinantes fisiológicos ou agentes 
patológicos externos (Elmore, 2007; Pec et al., 2003; Johnstone et al., 2002). 
Durante o desenvolvimento do processo apoptótico, o núcleo, a membrana celular e o 
citoplasma apresentam-se como alvos de alterações físicas e bioquímicas (Meyers et al., 2004; Lawen, 
2003). Inicialmente, a apoptose é caracterizada por uma contracção celular e pela condensação da 
cromatina, processo conhecido como picnose (Elmore, 2007). A formação de vesículas na membrana 
celular antecede a fragmentação nuclear (cariorrexis), seguindo-se a formação de corpos apoptóticos, 
constituídos por conteúdo citoplasmático, que inclui produtos da degradação celular, organelos 
fragmentados e podendo ou não conter fragmentos nucleares (Chipuk e Green, 2008; Elmore, 2007; 
Golstein e Kroemer, 2007; Taylor et al., 2007; Meyers et al., 2004; Pec et al., 2003). O surgimento de 
corpos apoptóticos activa eventualmente células fagocitárias que os eliminam em fagolisossomas 
(Elmore, 2007). A fosfatidilserina, presente na superfície externa de células apoptóticas, apresenta-se 
como um ligando especificamente reconhecido por células fagocitárias, o que permite concluir que a 
externalização destas moléculas funciona como marcador desta fase da apoptose (Elmore, 2007). A 
remoção célere de células apoptóticas por fagocitose concretiza-se como um processo não-
inflamatório, uma vez que não é registada a libertação dos conteúdos celulares para as áreas 
circundantes, evitando a promoção de danos no tecido adjacente (Elmore, 2007).  
A apoptose é tida como um processo coordenado e dependente de energia e de síntese proteica 
de novo, que promove a activação de caspases e por conseguinte desencadeia uma cascata de eventos 
que culminam na morte celular (Elmore, 2007; Fuertes et al., 2003). O grupo das caspases, proteases 
de cisteína, que se encontram activas especificamente nas células em apoptose, é composto por duas 
categorias, as caspases iniciadoras (caspase-2, -8, -9 e -10) e as caspases efectoras (caspase-3, -6 e -7) 
(Pec et al., 2003; Shi, 2002). As caspases são sintetizadas celularmente como zimogénios 
(proenzimas), ou seja, encontram-se presentes nas células numa forma inactiva (Elmore, 2007). As 
caspases iniciadoras têm a capacidade de se activar a si próprias (autoactivação), através da sua 
agregação (Elmore, 2007; Shi, 2002). Uma vez activas, promovem a activação subsequente das 
caspases efectoras, por clivagem em resíduos internos de aspartato, através de uma cascata que 
amplifica a via de sinalização (Elmore, 2007; Shi, 2002). As caspases efectoras são responsáveis pelo 
desencadeamento das várias alterações celulares apoptóticas, por clivagem proteolítica de vários 
substratos celulares, como proteínas reguladoras e estruturais (Pec et al., 2003; Shi, 2002). Destas, são 
exemplo proteínas cinases, proteínas de reparação do DNA, proteínas do citoesqueleto (actina e 
lamina) e subunidades inibitórias das endonucleases, identificando-se também como substratos, 
inibidores de desoxirribonucleases, caspases e outras proteínas pró-apoptóticas (Ghobrial et al., 2005; 
Shi, 2002). As caspases efectoras promovem, assim, a destruição de funções celulares housekeeping, 
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ao afectarem a estrutura do citoesqueleto, bem como vias de regulação do ciclo celular e sinalização 
celular (Elmore, 2007; Ghobrial et al., 2005). Uma vez iniciada a actividade proteolítica das caspases, 
a morte celular por apoptose torna-se um processo irreversível (Elmore, 2007). 
O estímulo inicial que desencadeia o processo apoptótico pode fazê-lo por duas vias distintas, a 
via extrínseca ou de receptor de morte celular ou a via intrínseca ou mitocondrial, resumidamente 
descritas nos pontos 1.2.1.1 e 1.2.1.2, respectivamente (Elmore, 2007; Lawen, 2003). Estas duas vias 
vão convergir numa mesma via de execução, considerada como sendo o estadio final deste processo, e 
que tem por base a activação das caspases efectoras (Elmore, 2007; Ghobrial et al., 2005).  
 
 
1.2.1.1. Via Extrínseca ou de Receptor de Morte Celular 
A via de receptor de morte celular ou extrínseca, depende da existência de interacções por parte 
de um ligando específico com receptores transmembranares, designados receptores de morte (Elmore, 
2007; Schmitz et al., 2000). Os receptores activados mais frequentemente fazem parte da família TNF 
(do inglês, Tumor Necrosis Factor) e são caracterizados pela presença de um domínio de morte 
citoplasmático, necessário à transdução do sinal de morte recebido na superfície celular para as vias de 
sinalização internas (Elmore, 2007; Fulda e Debatin, 2006; Meyers et al., 2004).  
A via extrínseca pode interferir na via intrínseca, sendo verificada entre as duas vias 
apoptóticas um crosstalk através da proteína Bid (do inglês, BH3 interacting domain death agonist), 
pertencente à família de proteínas Bcl-2, com actividade pró-apoptótica (Festjens et al., 2006; Ray et 
al., 2005). Esta proteína é activada após clivagem proteolítica pela caspase-8, activando por sua vez a 
proteína Bax (do inglês, Bcl-2-associated X), o que vai culminar na amplificação da indução do 
processo apoptótico pela via intrínseca (Festjens et al., 2006; Ray et al., 2005). 
 
 
1.2.1.2. Via Intrínseca ou Mitocondrial  
Na via mitocondrial ou intrínseca (Figura 1.4), por outro lado, os estímulos de morte celular, 
como a radiação, ROS, infecções virais, compostos anti-tumorais, entre outros, promovem sinais 
intracelulares que actuam directamente ao nível da mitocôndria (Mondal et al., 2012; Elmore, 2007). 
A permeabilidade da membrana mitocondrial externa é dependente de proteínas da família Bcl-2, cuja 
acção culmina na libertação de determinadas proteínas pró-apoptóticas do espaço intermembranar 
mitocondrial para o citoplasma (Chipuk e Green, 2008; Saelens et al., 2004). Proteínas da família Bcl-
2 dividem-se em pró-apoptóticas sendo exemplo destas a Bax, e em anti-apoptóticas, como é o caso da 
Bcl-2 (do inglês, B-cell lymphoma protein 2) (Elmore, 2007; Meyers et al., 2004). Bcl-2, ao 
estabelecer ligação com a proteína Bax, inibe a sua actividade pró-apoptótica (Edlich et al., 2011; 
Gonzalez et al., 2001). Bax, por sua vez, tem também a capacidade de inibir a proteína Bcl-2 (Edlich 
et al., 2011; Chipuk e Green, 2008). A proporção entre os níveis citoplasmáticos destes dois grupos de 
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proteínas define se a célula entra em apoptose (predominância de proteínas pró-apoptóticas) ou se 
sobrevive (predominância de proteínas anti-apoptóticas) (Elmore, 2007; Gonzalez et al., 2001).  
 A proteína Bax tem a capacidade de, ao ser translocada para a membrana mitocondrial externa 
e sofrer oligomerização, induzir a formação de poros membranares, que por sua vez levam à libertação 
de citocromo c e da proteína SMAC/DIABLO (do inglês, Second mitochondria-derived activator of 
caspase/Direct IAP-bind protein with low pI) para o citoplasma (Edlich et al., 2011; Chipuk e Green, 
2008; Ray et al., 2005; Saelens et al., 2004). O citocromo c, quando presente no citoplasma, tem a 
possibilidade de estabelecer ligação com a proteína citosólica Apaf-1 (do inglês, Apoptotic protease 
activating factor 1), que é precedida pela ligação da procaspase-9, estabelecendo-se assim um 
complexo proteico, designado por apoptossoma, que leva à activação da caspase-9 (Chipuk e Green, 
2008; Meyers et al., 2004). A caspase-9 activa subsequentemente caspases efectoras, como as 
caspases-3, -6 e -7, o que encaminha o processo apoptótico para a fase de execução (Chipuk e Green, 


















Os agentes quimioterapêuticos que conseguem induzir a morte celular por apoptose em células 
tumorais, nas quais o processo está desactivado, fazem-no pela via mitocondrial (Mondal et al., 2012; 
Lacour et al., 2004). 
Figura 1.4 – A via intrínseca ou mitocondrial da apoptose é dependente da razão entre os níveis citoplasmáticos 
das proteínas Bcl-2 (anti-apoptótica) e Bax (pró-apoptótica), sendo a activação da última essencial à progressão 
do processo apoptótico (Adaptado de http://www.bumc.bu.edu/phys-biophys/people/faculty/akey/akey-




1.2.2. Efeito Supressor de Tumores de p53 
O gene supressor tumoral TP53 é considerado como o ‘guardião do genoma’, ao promover a 
manutenção da estabilidade do genoma (Amaral et al., 2010; Gonzalez et al., 2001). Mutações 
somáticas neste gene são contabilizadas como as alterações genéticas mais comuns durante a génese 
tumoral, estando presentes em mais de 50 % de todos os cancros registados em humanos (Amaral et 
al., 2010; Elmore, 2007; Slee et al., 2004; Nakano e Vousden, 2001). 
A acumulação de p53, após um sinal de stress, deve-se principalmente à grande estabilidade 
alcançada por esta proteína, como o resultado de modificações pós-traducionais, bem como da 
reduzida interacção entre esta e a sua reguladora, a proteína oncogénica Mdm2 (do inglês, murine 
double minute 2) (Slee et al., 2004). Mdm2 apresenta-se como um alvo transcripcional de p53, 
promovendo, assim, uma auto-regulação entre p53 e Mdm2 realizada em loop de feedback negativo, 
que controla a progressão do ciclo celular e a indução de morte por apoptose (Amaral et al., 2010; 
Alarcon-Vargas e Ronai, 2002).  
A activação e estabilização da proteína p53 promove o desencadear de vários eventos celulares, 
como a paragem do ciclo celular, mecanismos de reparação do DNA, diferenciação celular, apoptose, 
inibição da angiogénese e senescência, que em combinação permitem a inibição do crescimento 
tumoral e a promovem a sensibilidade aos agentes quimioterapêuticos (Amaral et al., 2010; Slee et al., 
2004; El-Deiry, 2003; Vousden e Lu, 2002). Estas respostas celulares são desencadeadas por muitos 
estímulos de stress, tais como lesões no DNA, como as produzidas por agentes citotóxicos, activação 
de oncogenes, hipóxia/anóxia, perda de sinais de sobrevivência ou de suporte, deplecção de 
ribonucleótidos, presença de agentes inibidores de microtúbulos, redução do tamanho dos telómeros e 
perda de contacto entre células (Speidel, 2010; Vousden e Prives, 2009; Vousden e Lu, 2002; Wu e 
Ding, 2002).  
Aquando da ocorrência de lesões no DNA, a proteína p53 promove a paragem do ciclo celular, 
para que decorra a reparação das mesmas, e assim a sobrevivência celular (Amaral et al., 2010; 
Elmore, 2007; Ghobrial et al., 2005). A paragem do ciclo celular em G1/S é desencadeada pela 
proteína p21, um inibidor de cinases dependentes de ciclinas, sendo a transcrição do gene que a 
codifica regulada pela p53 (Meyers et al., 2004; Slee et al., 2004; Fei et al., 2002). Caso as lesões não 
possam ser devidamente reparadas, p53 induz a morte celular ao desencadear a apoptose (Elmore, 
2007; Ghobrial et al., 2005; Gonzalez et al., 2001). 
A actividade como supressor tumoral de p53 está fortemente associada à indução do processo 
apoptótico principalmente pela via mitocondrial, contudo a via de receptor de morte também pode ser 
induzida por p53 (Amaral et al., 2010; Speidel, 2010; Ghobrial et al., 2005). A indução do processo 
apoptótico é efectuada segundo vias dependentes e independentes da transcrição induzida por p53 



















A principal via pela qual p53 promove o processo apoptótico deve-se à sua função como factor 
de transcrição (Amaral et al., 2010; Meyers et al., 2004). A proteína p53 permite a transactivação de 
genes que codificam para proteínas pró-apoptóticas, como Bax, Puma e Noxa, pertencentes à família 
de proteínas Bcl-2, e Fas (Amaral et al., 2010; Pietsch et al., 2008; Nakano e Vousden, 2001). A 
proteína p53 pode, por outro lado, levar à trans-repressão de genes que codificam para proteínas anti-
apoptóticas como Bcl-2 e survinina (Pietsch et al., 2008). 
Adicionalmente, é conhecida a existência de duas outras vias, dependentes da acção de p53 a 
nível citoplasmático e mitocondrial, que estão representadas na Figura 1.5 e que se encontram 
descritas por Amaral e colaboradores (2010). Uma delas resulta da translocação de p53 para a 
mitocôndria, participando no processo de permeabilização deste organelo (Amaral et al., 2010). A 
outra via advém da acção de p53 a nível citoplasmático, onde promove a oligomerização e 
translocação de Bax para a mitocôndria (Amaral et al., 2010).   
 
 
1.3. Terapêutica no Cancro 
Os tratamentos convencionais empregues na terapêutica do cancro são a cirurgia, a radioterapia 
e a quimioterapia, contudo mais recentemente têm surgido outros tipos de tratamento nomeadamente a 
imunoterapia, tratamentos hormonais e terapia-alvo, entre outros (American Cancer Society, 2012; 
Boulikas et al., 2007; Kovvali, 2002). A cirurgia e a radioterapia apresentam-se como tratamentos 
locais enquanto a quimioterapia consiste num tratamento sistémico (Kelsen et al., 1998). A remoção 
Figura 1.5 – Principais vias de indução da apoptose por p53: a via dependente da sua acção como factor de 
transcrição, e as vias dependentes da translocação de p53 para a mitocôndria e da sua actividade a nível 
citoplasmático (Adaptado de Amaral et al., 2010). 
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cirúrgica apresenta-se como tratamento inicial aplicado a vários tipos de cancro, geralmente em 
conjugação com outros procedimentos pré- e/ou pós-operatórios, como a quimioterapia ou a radiação 
ionizante (Sousa, 2012; Beil e Wein, 2002; Kelsen et al., 1998). Em situações em que a cirurgia não é 
possível, a radioterapia e a quimioterapia são os tratamentos viáveis (Sousa, 2012; Kelsen et al., 
1998). O tipo de tratamento escolhido é dependente do estadio de desenvolvimento do cancro: se for 
detectado precocemente a cirurgia e a radioterapia são tratamentos geralmente eficazes, enquanto, em 
situações em que o cancro se encontra em estadios mais avançados, como casos de metastização, a 
quimioterapia apresenta-se como o tratamento mais adequado (Sousa, 2012; Chabner e Roberts, 2005; 
Matos, 2001).  
A quimioterapia, como um tratamento eficaz em diversos tipos de cancro, tem aplicação clínica 
há mais de 50 anos, apresentando resultados satisfatórios quanto ao aumento da sobrevivência de 
pacientes com cancro (Gordon e Nelson, 2012; Johnstone et al., 2002). O propósito da quimioterapia 
consiste na aplicação de agentes químicos que promovam a morte selectiva de células cancerígenas ou 
a inibição da capacidade proliferativa das mesmas (NIH, 2012; Kostova, 2006; Longley e Johnston, 
2005).  
Um agente quimioterapêutico ideal deverá apresentar elevada especificidade para células 
tumorais, de modo a que os seus efeitos citotóxicos ou citostáticos recaiam preferencialmente sobre 
estas e não afectem significativamente células saudáveis, evitando o desenvolvimento de efeitos 
secundários (Kostova, 2010; Johnstone et al., 2002). De facto, os efeitos secundários são um dos 
principais obstáculos ao tratamento eficaz de tumores, a par da resistência intrínseca e adquirida aos 
agentes quimioterapêuticos por parte das células tumorais (Johnstone et al., 2002). A síntese de 
compostos com propriedades anti-tumorais é frequentemente baseada na proliferação descontrolada 
das células cancerígenas comparativamente a células normais, pelo que os agentes geralmente mais 
vantajosos para utilização em quimioterapia são aqueles que têm como alvo de acção a replicação do 
DNA ou o metabolismo celular (Helleday et al., 2008; Johnstone et al., 2002). Por este motivo, muitos 
destes compostos anti-tumorais apresentam também afinidade para células saudáveis de rápida 
proliferação como é o caso das células da medula óssea e dos enterócitos, limitando a sua utilização 
(Johnstone et al., 2002). 
Para analisar as propriedades anti-tumorais de um novo composto sintetizado, é necessário 
realizar estudos in vitro em células e tecidos em cultura e definir as biomoléculas sobre as quais 
actuam e, só posteriormente efectuar estudos in vivo de forma a validar a sua aplicação clínica 
(Gómez-Ruiz et al., 2012; Kostova, 2006; Kostova, 2010). Entender o mecanismo de acção de um 
composto é essencial, uma vez que este conhecimento permite a síntese de novos compostos com 
propriedades melhoradas (Kostova, 2006; Kostova, 2010).  
Sabe-se que vários compostos metálicos de coordenação têm a capacidade de influenciar 
processos celulares como a divisão celular e a expressão de genes, o que lhes confere grande potencial 
na terapêutica do cancro (Gasser et al., 2011; Kostova, 2006). A aplicação de compostos 
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Figura 1.6 – Estrutura do complexo cis-diaminodicloro-platina(II), cisplatina (Hannon, 2007). 
organometálicos no tratamento do cancro é reportada desde o século XVI, mostrando-se vantajosos 
sobre compostos metálicos de coordenação e potenciando a síntese de novos complexos (Gasser et al., 
2011; Desoize, 2004). As proteínas e os ácidos nucleicos (DNA e RNA) são alvos biológicos 
preferenciais para a ligação e interacção de compostos metálicos, advindo daqui a sua actividade anti-
tumoral (Kostova, 2006; Orvig e Abrams, 1999). Esta acção deve-se, em parte, à interacção dos 
centros metálicos catiónicos dos compostos, com grupos aniónicos presentes nas biomoléculas 
referidas, como é o caso dos grupos fosfato nos ácidos nucleicos (Kostova, 2006).  
 
 
1.3.1. Compostos de Platina 
A quimioterapia baseada em compostos de platina (Pt) é clinicamente aplicada ao tratamento de 
uma grande variedade de cancros com maior incidência, com excepção dos cancros da mama e 
próstata (Gómez-Ruiz et al., 2012; Kostova, 2010; Hannon, 2007). Os compostos de platina são 
classificados como agentes anti-tumorais indutores de lesões no DNA, estando portanto a interacção 
com o DNA na base do seu mecanismo de acção (Kostova, 2010; Coluccia e Natile, 2007; Onoa e 
Moreno, 2002). Assim, o efeito anti-tumoral dos compostos de Pt resulta da incapacidade celular em 
reparar as lesões no DNA e consequente inibição do processo de replicação, limitando a proliferação 
celular das células tumorais (Alonso et al., 2006; Desoise e Madoulet, 2002). De facto, compostos de 
platina tendem a apresentar uma cinética de substituição dos ligandos que decorre em simultâneo com 
a divisão celular das células neoplásicas, o que indica a capacidade dos mesmos em interferir na 




A cisplatina (cis-diaminodicloro-platina(II)) (Figura 1.6), o primeiro agente de platina a ser 
aplicado na terapêutica do cancro, foi sintetizada e descrita pela primeira vez em 1845 pelo médico 
Michele Peyrone (Arnesano e Natile, 2009; Kostova, 2006; Desoize, 2004; Desoize e Madoulet, 
2002). No entanto, apenas em 1965, o biofísico Barnett Rosenberg constatou a sua capacidade de 
inibir a divisão celular de Escherichia coli, tendo o isómero trans uma menor actividade 
comparativamente ao seu isómero cis (Bartel et al., 2012; Kelland, 2007; Kostova, 2006; Desoize, 
2004; Rosenberg et al., 1965). A acção anti-tumoral em humanos foi apenas comprovada nos anos 70 








A cisplatina, um dos agentes anti-tumorais mais eficazes, é extensivamente utilizada no 
tratamento de vários cancros humanos, sendo particularmente activa contra o cancro dos testículos e 
do ovário e, apresentando ainda um efeito terapêutico considerável em outros tumores sólidos como o 
da bexiga, cervical, esófago, cancros das pequenas e grandes células do pulmão e da cabeça e pescoço 
(Lin et al., 2011; Gabano et al., 2008; Kostova, 2006; Schweyer et al., 2004; Fuertes et al., 2003). Este 
agente é administrado por injecção intravenosa e em cerca de 50 a 70 % dos pacientes com cancro, em 
combinação com outros agentes quimioterapêuticos (Dyson e Sava, 2006, Kostova, 2006).  
Este complexo é classificado como um agente alquilante bifuncional, tendo cada molécula a 
capacidade de estabelecer duas ligações covalentes com o DNA, das quais resultam a formação de 
vários tipos de aductos, discutidos adiante (Helleday et al., 2008). 
A cisplatina é uma molécula neutra, que se mantém na sua forma não carregada até ser 
internalizada pelas células, onde é convertida na sua forma catiónica, biologicamente activa, através de 
recções de substituição dos átomos de cloro (grupos de saída) por moléculas de água (Figura 1.7) 
(Gómez-Ruiz et al., 2012; Kostova, 2006; Hannon, 2007; Kelland, 2007). A esta activação intracelular 






As reacções de substituição são possíveis devido à existência de uma concentração intracelular 
de cloro muito inferior à presente no espaço extracelular (Hannon, 2007). O complexo activo 
apresenta reactividade para com a molécula de DNA, podendo também interagir com outras 
macromoléculas, como o RNA e as proteínas (Desoize, 2004). O seu mecanismo de acção envolve a 
sua ligação covalente às bases do DNA, principalmente na posição N7 das purinas, com preferência 
para a guanina (G) relativamente à adenina (A) (Gómez-Ruiz et al., 2012; Hannon, 2007; Kelland, 
2007; Kostova, 2006; Desoize, 2004). Em mais de 90 % dos casos a interacção entre a cisplatina e o 
DNA resulta na formação de aductos bifuncionais entre duas bases adjacentes na mesma cadeia 
destacando-se os aductos 1,2 GG intracadeia em 60 a 65 % dos casos, os aductos 1,2 AG intracadeia 
em 25 % dos casos e ainda os aductos 1,3 GNG intracadeia mas em menor frequência (Boulikas et al., 
2007; Hannon, 2007; Natile e Coluccia, 2001). Os monoaductos, que derivam da ligação da cisplatina 
a uma única base do DNA são, no entanto, pouco frequentes (Hannon, 2007). Podem ainda ocorrer 
outras formas de ligação adicionais, como ligações cruzadas entre bases de cadeias diferentes (aductos 
GG intercadeia) ou ligações envolvendo simultaneamente o DNA e proteínas, mas estas representam 
Figura 1.7 – Bioactivação da cisplatina, que resulta da alteração da coordenação da platina por substituição dos 
átomos de cloro por moléculas de água (Adaptado de Kelland, 2007). 
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apenas 1 % de todas as interacções formadas (Desoize, 2004). Os vários tipos de aductos formados 
pela cisplatina, representados na Figura 1.8, podem ser encontrados numa proporção de 1:10
5
 bases, 
registando-se ao nível celular uma quantidade de cerca de 10000 átomos de platina ligados ao DNA 

















Como resultado dos vários tipos de interacções acima referidas, ocorrem alterações na estrutura 
do DNA que impedem, em muitos dos casos, a sua correcta replicação (Kostova, 2006). Os aductos de 
Pt-DNA são protegidos da acção de enzimas de reparação do DNA, por proteínas HMG (do inglês, 
High Mobility Group) que apresentam grande afinidade de ligação a estas lesões (Kostova, 2006). 
Estas proteínas encontram-se também envolvidas na deformação da molécula de DNA por torção da 
dupla hélice (Kostova, 2006). De facto, a ligação de proteínas de reconhecimento aos aductos de 
cisplatina-DNA parece inibir a via de reparação NER (do inglês, Nucleotide Excision Repair) (Ahmad, 
2010). Verifica-se que o aducto principal formado pela cisplatina, 1,2 GG intracadeia (d(GpG)), não é 
facilmente reparado pelo sistema NER, uma vez que na sua presença a síntese do DNA é perturbada 
ao nível do nucleótido anterior ao aducto (Desoize, 2004). Assim, a eficácia anti-tumoral da cisplatina 
advém da incapacidade de reparação adequada das lesões no DNA por parte da célula, conduzindo a 
uma paragem do ciclo celular em G2/M ou ao desencadeamento das vias apoptóticas (Kelland, 2007; 
Desoize, 2004; Fuertes et al., 2003; Siddik, 2003). A cisplatina apresenta a capacidade de induzir a 
morte celular por apoptose em diferentes tipos de células, podendo esta ocorrer pelo desencadeamento 
da via mitocondrial, bem como pela acção de p53 (Jiang et al., 2009; Schweyer et al., 2004; Siddik, 
2003). 
Figura 1.8 – Representação dos vários tipos de aductos formados pelo complexo activo de cisplatina na molécula 
de DNA (Adaptado de Masters e Köberle, 2003). 
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Apesar da eficácia da cisplatina, esta apresenta reduzida selectividade para células tumorais, 
levando ao aparecimento de efeitos secundários severos, como é o caso da grande toxicidade em 
tecidos normais, nomeadamente nefrotoxicidade, neurotoxicidade (com o surgimento de neuropatia 
periférica) e ototoxicidade, fraqueza, naúseas e vómitos, e também anemia grave em casos de 
tratamento com concentrações elevadas e períodos prolongados (Bouchal et al., 2011; Boulikas et al., 
2007; Hannon, 2007; Kostova, 2006; Natile e Coluccia, 2001; Wong e Giandomenico, 1999). Estes 
efeitos secundários parecem resultar não só da falta de especificidade deste complexo, mas também da 
platinação de resíduos de enxofre em proteínas (Hannon, 2007). Por outro lado, a aquisição de 
resistência das células tumorais à cisplatina condiciona frequentemente a resposta à terapia, como se 
observa por exemplo em células de cancro dos ovários após exposição contínua a este agente (Kelland, 
2007). Outra condicionante é ainda a existência de células cancerígenas que apresentam resistência 
intrínseca a este agente, como é o caso dos cancros do pulmão, próstata, mama e colorectal (Kelland, 
2007). Um mecanismo de reparação de DNA activo leva à aquisição de resistência à cisplatina por 
parte de células cancerígenas, daí que a inibição dos mecanismos de reparação de DNA neste tipo de 
células seja essencial para o sucesso deste complexo de coordenação (Desoize, 2004). 
 O conhecimento do mecanismo de acção anti-tumoral de um composto, como é o caso da 
cisplatina, e a compreensão de como as células cancerígenas se tornam ou são resistentes, é crucial no 
que respeita à optimização das abordagens terapêuticas, a fim de criar novos fármacos de platina com 
maior potencial anti-tumor (Gómez-Ruiz et al., 2012; Kelland, 2007; Siddik, 2003). 
 
 
1.3.1.2.Análogos da Cisplatina 
Nos últimos 30 anos, após a descoberta da citotoxicidade da cisplatina em células cancerígenas, 
muitos compostos de platina, análogos de cisplatina, têm vindo a ser sintetizados e analisados quanto 
ao seu potencial anti-tumoral (Kelland, 2007; Kostova, 2006; Kostova, 2010; Desoize, 2004). A 
maioria destes compostos anti-tumorais de platina apresentam uma fórmula química geral do tipo cis-
[PtX2(NHR2)2], sendo que X representa o ligando de saída, como o cloro (Cl) e R o ligando orgânico 
(Kostova, 2006). Assim, estes novos complexos de Pt(II), podem surgir da modificação da estrutura 
original da cisplatina, através de substituição dos átomos de cloro por outros ligandos, e portanto 
demonstrar diferentes reactividades electrofílicas e em alguns casos actividades terapêuticas distintas 
das evidenciadas pela cisplatina (Gabano et al., 2008). Dos milhares de compostos de platina 
sintetizados, actualmente apenas são endereçados à clínica por todo o mundo, além da cisplatina, a 
carboplatina e a oxaliplatina, enquanto a nedaplatina apresenta uma utilização clínica restrita ao Japão 
(Jakupec et al., 2008; Hannon, 2007; Dyson e Sava, 2006; Desoize e Madoulet, 2002). Na Tabela 1.1 
encontram-se as estruturas químicas destes compostos, bem como as principais características em 




Tabela 1.1 – Estrutura dos três derivados de cisplatina actualmente utilizados em quimioterapia, sua actividade 









(Hannon, 2007; Natile e 
Coluccia, 2001) 
 
Grupos substituintes: Oxalato 
e 1,2-diaminociclohexano 
(DACH) 
(Hannon, 2007; Hochster et al., 
2003) 
 
Grupo substituinte: anel 
glicolato 
(Candelaria et al., 2006)  
Actividade 
Biológica 
Espectro de actividade idêntico 
ao da cisplatina, mas com maior 
aplicação no tratamento do 
cancro dos ovários 
(Hannon, 2007; Kostova, 2006; 
Chaney et al., 2005) 
Espectro de actividade distinto 
do da cisplatina: alguns cancros 
com resistência à cisplatina em 
especial o cancro colorectal 
(Boulikas et al., 2007; Hannon, 
2007; Arango et al., 2004)  
Espectro de actividade idêntico 
ao da cisplatina 
(Candelaria et al., 2006; 
Desoize, 2004) 
Aductos  
Produz os mesmos aductos que 
a cisplatina  
(Hannon, 2007;Kelland, 2007; 
Chaney et al., 2005) 
 
Produz aductos nas mesmas 
bases do DNA que a cisplatina 




Produz os mesmos aductos que 
a cisplatina 
(Chaney et al., 2005) 
Vantagens 
- Menor nefrotoxicidade, 
neurotoxicidade, naúseas e 
vómitos  
(Boulikas et al., 2007; Hannon, 
2007;  Kelland, 2007; Natile e 
Coluccia, 2001) 
 
- Eficaz contra outros tipos de 
cancro comparativamente à 
cisplatina; 
- Capacidade em ultrapassar a 
resistência à cisplatina; 
- Menor nefrotoxicidade, 
ototoxicidade e mielosupressão 
(Boulikas et al., 2007; Hannon, 
2007; Wong e Giandomenico, 
1999) 
- Praticamente nenhuma 
nefrotoxicidade 
- Menor neurotoxicidade, 
toxicidade gastrointestinal e 
leucopenia 
(Boulikas et al., 2007; 





- Resistência por parte de 
alguns cancros;  
- Espectro de acção semelhante 
ao da cisplatina;   
- Resistência cruzada com a 
cisplatina 
(Boulikas et al., 2007; Kelland, 
2007; Chaney et al., 2005; 
Desoize, 2004) 
- Menor genotoxicidade que a 
cisplatina e carboplatina; 
- Neurotoxicidade, 
hematotoxicidade e toxicidade 
gastrointestinal;  
- Ineficaz contra alguns tipos de 
cancro para os quais a cisplatina 
demonstra actividade 




hematotoxicidade (superior à da 
cisplatina);  
- Resistência cruzada com a 
cisplatina 




Estes compostos tendem a reagir em soluções aquosas, formando um complexo activo com duas 
moléculas de água ligadas ao átomo de platina, após uma reacção de troca de ligandos, à semelhança 
do que se observa com a cisplatina (Desoize, 2004; Jamieson e Lippard, 1999). Embora estes agentes 
quimioterapêuticos também produzam um metabolito catiónico, a realidade é que têm diferentes 
cinéticas de activação, sendo a velocidade de hidrólise mais elevada para a cisplatina que para os 
outros compostos de platina (Desoize, 2004). Tal como a cisplatina, a formação de aductos Pt-DNA, 
representa o mecanismo pelo qual estes compostos apresentam actividade anti-tumoral (Desoize, 
2004). Apesar do mecanismo de acção da carboplatina, oxaliplatina e nedaplatina advir da formação 
de aductos Pt-DNA, tal como a cisplatina, estes não são tão potentes como esta última e apresentam 
menor toxicidade inerente à sua acção (Tabela 1.1) (Rafique et al., 2010; Desoize e Madoulet, 2002).  
Embora estes complexos derivados da cisplatina se demonstrem efectivos na actual terapêutica 
do cancro, os problemas de resistência a estes agentes são relativamente bem conhecidos, bem como 
os efeitos secundários que promovem (Coley et al., 2008; Kostova, 2006). Desta forma, a síntese de 
novos fármacos para quimioterapia, é movida principalmente pelo objectivo de superar a resistência 
por parte das células tumorais a estes agentes quimioterapêuticos (Alberto et al., 2011; Coley et al., 
2008; Kelland, 2007). Ao mesmo tempo, os novos agentes devem apresentar actividades anti-tumorais 
idênticas ou superiores aos agentes quimioterapêuticos existentes (Alberto et al., 2011; Coley et al., 
2008). As modificações estruturais à cisplatina têm portanto como objectivo encontrar alternativas 
mais seguras para o paciente, particularmente no que diz respeito à redução ou completa remoção dos 
efeitos secundários, como por exemplo a nefrotoxicidade imposta pela cisplatina (Gómez-Ruiz et al., 
2012; Kelland, 2007). 
É de notar que complexos de coordenação similares à cisplatina e seus análogos mas 
constituídos por outros metais, não apresentam actividade anti-tumoral significativa, sendo necessária 
a presença de um átomo de Pt no centro de coordenação, uma vez que este promove cinéticas de trocas 
de ligando mais efectivas (Kostova, 2006; Kostova, 2010). A síntese de novos complexos de platina 
com diferentes mecanismos de interacção com o DNA, divergente da forma de ligação ao DNA da 
cisplatina, são de interesse a fim de serem utilizados para ultrapassar os problemas de resistência 
(Rafique et al., 2010; Kostova, 2006). Neste sentido, despoletou-se o interesse em compostos de 
platina com uma configuração trans (Coley et al., 2008). 
 
 
1.3.1.3.Compostos de Platina de Configuração trans  
Um grande número de complexos de platina de configuração trans, avaliados in vitro em várias 
linhas celulares humanas, apresenta uma eficiência anti-tumoral comparável à da cisplatina, 
demonstrando ainda capacidade em ultrapassar a resistência adquirida a esta última (Bartel et al., 
2012; Coluccia e Natile, 2007; Kostova, 2006; Natile e Coluccia, 2001). A regra geral, inicialmente 
postulada, da necessidade de dois grupos de saída posicionados em configuração cis para que os 
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complexos de Pt(II) apresentem actividade anti-tumoral tem vindo, portanto, a apresentar algumas 
excepções (Kostova, 2010; Coluccia e Natile, 2007; Natile e Coluccia, 2001; Montero et al., 1999). 
Complexos de trans-Pt revelam-se com uma grande permeabilidade celular, excelente 
capacidade de produção de aductos no DNA e demonstram ainda resistência aos mecanismos de 
reparação de lesões no DNA, bem como uma capacidade de actuar sobre outros tipos de cancro, 
comparativamente à cisplatina (Coluccia e Natile, 2007; Natile e Coluccia, 2001). As lesões no DNA 
promovidas pelos complexos de configuração trans são divergentes, qualitativa e/ou 
quantitativamente, das formadas pelos complexos que exibem configuração cis, na medida que os 
primeiros promovem uma maior produção de aductos monofuncionais ou ligações cruzadas em bases 
complementares entre cadeias diferentes (Hannon, 2007; Natile e Coluccia, 2001). Tal deve-se ao 
facto do aducto 1,2 intracadeia, principalmente formado pela cisplatina, ser esterioquimicamente 
inacessível aos complexos trans (Coluccia e Natile, 2007). Deste modo, são produzidas diferentes 
distorções na dupla hélice da molécula de DNA, o que permite que os complexos trans possam ser 
efectivos contra tumores resistentes à cisplatina (Natile e Coluccia, 2001; Wong e Giandomenico, 
1999). Além disso, alguns destes complexos apresentam selectividade in vivo para vários tipos de 
tumores (Natile e Coluccia, 2001).  
Coley e seus colaboradores (2008) sintetizaram quatro complexos de Pt(II) de configuração 
trans, mono- e dissubstituídos, com o substituinte aromático heterocíclico oxadiazol em lugar dos 
grupos amina (Coley et al., 2008). De um modo geral, apresentaram actividade citotóxica in vitro 
equivalente à cisplatina e à carboplatina contra as linhas celulares tumorais bem como em linhas 
celulares resistentes a estes dois agentes quimioterapêuticos (Coley et al., 2008). Além disso, não foi 
verificado um bloqueio acentuado do ciclo celular, observando-se contudo, um ligeiro aumento de 
células em G1 em conjunto com uma pequena acumulação de células na fase sub-G1, dando indicação 
de apoptose precoce, contrariamente ao característico bloqueio do ciclo celular em G2/M pela 
cisplatina (Coley et al., 2008). 
Compostos com ligandos heterocíclicos permitem um maior número de interacções entre o 
composto e o DNA, uma vez que os ligandos aromáticos possibilitam a ocorrência de intercalação 
com o DNA (Coley et al., 2008). Além disso, se os próprios ligandos apresentarem reactividade, 
poderão eles próprios promover danos secundários no DNA (Coley et al., 2008). 
Outros compostos trans-Pt(II) contendo complexos bicíclicos de oxadiazol foram sintetizados 
por Charmier e colaboradores (2004). O composto trans-[PtCl2{RC(=O)N=CN-(H)C(Me)2–
CH2CH2}2] (R=CH2CO2Me), aqui designado por JL130F1, consiste num complexo organometálico 
contendo na sua esfera de coordenação de Pt dois grupos orgânicos divergentes das aminas presentes 


















A doxorrubicina (DOX) (Figura 1.10), um dos primeiros compostos da família das 
antraciclinas a ser isolado de Streptomyces peucetius no início da década de 60, consiste num agente 











Este agente apresenta uma eficiente actividade anti-tumoral e é geralmente aplicado em 
regime combinado com outros agentes em linfoma não-Hodgkin’s, leucemias agudas, mieloma 
múltiplo, cancros da mama, pulmão, ovários e outros (American Cancer Society, 2011; Swift et al., 
2006). A actividade anti-tumoral da DOX advém principalmente da sua capacidade de ligação e 
Figura 1.9 – Processo de síntese do complexo JL130F1, um complexo de trans-Pt(II) contendo dois ligandos de 
oxadiazol em substituição das duas aminas presentes na molécula de cisplatina (Charmier et al., 2004). 
Figura 1.10 – Estrutura química da DOX (Stiborova et al., 2012). 
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estabilização do complexo de clivagem DNA-topoisomerase II, impedindo a re-ligação da cadeia 
dupla de DNA após o passo inicial de clivagem (Swift et al., 2006; Minotti et al., 2004). Não sendo 
possível a reparação desta quebra, é iniciado o processo apoptótico (Swift et al., 2006). Existem 
também indicações de outros mecanismos envolvidos na citotoxicidade da DOX: inibição da síntese 
de DNA e RNA, formação de radicais livres e ainda a formação de complexos entre a DOX e o 
formaldeído com a posterior formação de aductos na molécula de DNA nos locais 5’ GpC (Kizek et 
al., 2012; Swift et al., 2006). Contudo, até ao momento não há conhecimento de que estas respostas 
celulares sejam independentes da interferência na actividade da topoisomerase II, com a excepção da 
formação de aductos pela DOX (Swift et al., 2006).  
Apesar da eficácia anti-tumoral deste agente, existem graves problemas na sua aplicação 
clínica, sendo estes a aquisição de resistência por parte de células tumorais e a toxicidade em tecidos 
saudáveis, principalmente a cardiotoxicidade, com o aparecimento de casos de miocardiopatia crónica 
e insuficiência cardíaca congestiva (Minotti et al., 2004). 
 
 
1.4. Introdução ao Tema da Tese 
A caracterização do potencial citotóxico do complexo JL130F1 foi o objectivo inicial desta 
dissertação. Para tal, foram realizados ensaios em linhas celulares tumorais e feita a comparação destes 
resultados em linhas celulares não-tumorais para a avaliação da sua citotoxicidade e selectividade. Foi 
ainda analisado o mecanismo de indução de morte celular, a capacidade deste complexo para interagir 
com o DNA e o seu efeito genotóxico. Como compostos anti-tumorais de referência utilizou-se a 
cisplatina e a DOX. Este estudo baseia-se (i) na vasta utilização dos complexos de platina na 
terapêutica do cancro, (ii) no facto de os complexos de platina de configuração trans apresentarem 
actividade anti-tumoral e (iii) na capacidade dos mesmos em ultrapassar os mecanismos de resistência 
das células tumorais relativamente a alguns agentes com aplicação clínica, como é o caso da cisplatina 







2. Materiais e Métodos 
2.1. Compostos em Estudo 
O complexo organometálico de platina utilizado, daqui em diante referido como JL130F1, foi 
sintetizado no Centro de Química Estrutural do Instituto Superior Técnico, de acordo com os métodos 
descritos por Charmier e colaboradores (2004). Como controlos de citotoxicidade utilizaram-se dois 
agentes quimioterapêuticos, de actividade conhecida, a cisplatina (Teva Parenteral Medicines, Inc., 
Teva Pharmaceuticals, Sellersville, EUA; gentilmente cedida pelo Dr. Joaquim Henriques, Faculdade 
de Medicina Veterinária, Universidade Lusófona de Humanidades e Tecnologias), e a DOX (TRC - 
Toronto Research Chemicals, Canadá). Prepararam-se soluções stock de JL130F1 (23,2 mM) e de 
DOX (38 mM), que foram aliquotadas e armazenadas a -20 
o
C até à sua utilização. A cisplatina 
encontra-se numa solução stock de 1 mg/mL, sendo que 1 mL desta solução contém 1 mg de cisplatina 
USP e 9 mg de NaCl, em água, pH 5,5, e foi armazenada entre 20 a 25 ºC. As fórmulas químicas, e os 
respectivos pesos moleculares de cada um dos compostos estudados, bem como os solventes utilizados 
na preparação das soluções stock, encontram-se descritos na Tabela 2.1. 
 
Tabela 2.1 – Propriedades dos compostos utilizados no trabalho experimental. 
Composto Fórmula Química Peso Molecular (g/mol) Solvente 
JL130F1 C20H32Cl2N4O6Pt 690,48 DMSO 
Cisplatina Cl2H6N2Pt 300,04 
Solução aquosa de NaCl 
0,9 % (p/v) 
DOX C27H30ClNO11 579,98 DMSO 
 
 
2.2. Linhas Celulares Humanas 
Neste trabalho experimental utilizaram-se duas linhas celulares tumorais humanas, HCT116 e 
HepG2, correspondentes, respectivamente, aos carcinomas colorectal e hepatocelular, cedidas pela 
Professora Doutora Cecília Rodrigues do Research Institute for Medicine and Pharmaceutical Sciences 
(iMed), Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa. A linha celular tumoral HCT116 provém 
do colon de um homem adulto com carcinoma colorectal, sendo constituída por células epiteliais 
aderentes 
(http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATCCNu
m=CCL-247&Template=cellBiology, acedido em Junho de 2012). A linha celular tumoral HepG2 é 
proveniente do fígado de um adolescente de 15 anos do sexo masculino com carcinoma hepatocelular 
diferenciado e, é igualmente constituída por células epiteliais aderentes 
(http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATCCNu
m=HB-8065&Template=cellBiology, acedido em Junho de 2012).  
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A fim de avaliar a toxicidade do complexo em células não-tumorais, utilizou-se a linha celular 
epitelial mamária MCF-10A, cedida pelo Professor Doutor António Sebastião Rodrigues do 
Departamento de Genética do Centro de Investigação em Genética Molecular e Humana (CIGMH), 
Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Nova de Lisboa, e uma cultura celular primária de 
fibroblastos, cedida pela Professora Doutora Isabel Carreira do Laboratório de Genética Molecular de 
Cardiopatias e Neurociências, Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. A linha celular 
MCF-10A, de células epiteliais aderentes, foi isolada a partir da glândula mamária de uma mulher de 
36 anos, com doença fibrocística 
(http://www.atcc.org/ATCCAdvancedCatalogSearch/ProductDetails/tabid/452/Default.aspx?ATCCNu
m=CRL-10317&Template=cellBiology, acedido em Junho de 2012). A linha celular de fibroblastos 
aderentes foi propagada a partir de uma cultura primária derivada de tecido neonatal. 
 
 
2.2.1. Cultura das Linhas Tumorais e Não-Tumorais  
As linhas celulares tumorais HCT116 e HepG2 e a linha celular não-tumoral de fibroblastos 
foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Invitrogen, New 
York, EUA) suplementado com 10 % (v/v) de Soro Fetal Bovino (FBS; Invitrogen) e 1 % (v/v) de 
antibiótico/antimicótico Penicilina-Estreptomicina (Pen-Step+Antimycotic; Invitrogen), designado de 
meio de cultura completo, em frascos de cultura BD Falcon de 75 cm
2
 (BD Biosciences, New Jersey, 
EUA). Para a linha celular tumoral HepG2 foi ainda adicionado 1 % (v/v) de aminoácidos MEM Non 
Essential Amino Acids 100x (Invitrogen) ao meio de cultura completo.  
A linha celular não-tumoral MCF-10A foi cultivada em meio DMEM/F12 (Invitrogen) 
suplementado com 0,5 mg/mL de hidrocortisona (1 mg/mL) (Sigma, Missouri, EUA), 5 % (v/v) de 
soro de cavalo (Sigma) e 20 ng/mL de EGF (100 µg/mL) (Sigma), adicionando-se posteriormente 100 
ng/mL de toxina colérica (1 mg/mL) (Sigma) e 10 µg/mL de insulina (10 mg/mL) (Sigma).  
Os frascos de cultura foram incubados na estufa de CO2 (Leec, Nottingham, Reino Unido) nas 
seguintes condições: 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa.  
 
 
2.2.2. Manutenção das Culturas 
Todas as culturas foram renovadas semanalmente ao atingirem uma confluência de cerca de 80 
%, determinada por visualização ao microscópio óptico invertido Olympus CXX41 (Olympus, Tóquio, 
Japão). Para tal, aspirou-se todo o meio de cultura e adicionaram-se 5 mL de tripsina (Invitrogen) e 
incubou-se a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa durante 5 minutos (min), 
controlando, por visualização ao microscópio, a perda de aderência à base do frasco pela totalidade 
das células. Foram adicionados 5 mL de meio de cultura completo a fim de neutralizar a acção da 
tripsina e transferiu-se o volume total para tubos BD Falcon de 50 mL (BD Biosciences), 
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centrifugando-se a 1500 rotações por minuto (rpm) durante 5 min numa centrífuga (Hettich EBA21, 
Tuttlingen, Alemanha) e eliminando-se posteriormente o sobrenadante. O sedimento foi então 
ressuspenso em 2 mL de meio completo. Num novo frasco de cultura de 75 cm
2
 foram colocados 15 
mL de meio apropriado a cada cultura celular, ao qual se adicionaram 50 µL de suspensão celular, 
incubando-se novamente a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. 
 
 
2.3. Avaliação do Potencial Citotóxico  
2.3.1. Ensaio de Viabilidade Celular 
A avaliação da citotoxicidade do complexo JL130F1 foi concretizada para as linhas tumorais 
HCT116 e HepG2 e para as linhas celulares não-tumorais de fibroblastos e MCF-10A.  
Para os ensaios de viabilidade utilizou-se uma densidade celular de 0,75×10
5
 células/mL. A 
densidade celular pretendida foi obtida pela contagem de células viáveis num hemocitómetro 
(Hirschmann, Eberstadt, Alemanha) através do método de exclusão por azul de Trypan, um corante 
que penetra nas células com integridade membranar corrompida, corando-as de azul, permanecendo as 
células vivas sem coloração. Para tal, preparou-se uma mistura contendo 350 µL de meio completo, 
100 µL de azul de Trypan a 0,4 % (v/v) (Sigma) e 50 µL de suspensão celular obtida no ponto 2.2.2, 
recorrendo posteriormente ao microscópio óptico para a contagem. A densidade celular foi então 




Determina-se, assim, o volume de suspensão celular necessário para preparar uma solução de 
densidade 0,75×10
5
 células/mL, da qual se pipetaram 100 µL para cada poço de uma placa de 96 
poços de fundo plano (Orange Scientific, Braine-l’Alleud, Bélgica), e incubou-se a 37 ºC, 5 % (v/v) 
CO2 e 99 % de humidade relativa por 24 horas (h). Antes da adição do complexo, a placa foi 
observada ao microscópio invertido para avaliar a morfologia das células e verificar a confluência 
(aproximadamente 80 %). 
As soluções de concentrações decrescentes do complexo foram preparadas por diluição da 
solução stock em meio completo. Prepararam-se soluções com as seguintes concentrações: 0,1 a 300 
µM para as linhas celulares tumorais, 20 a 100 µM para a linha celular MCF-10A e 20 a 200 µM para 
a linha celular de fibroblastos. Em todos os ensaios foram preparados controlos contendo apenas o 
solvente DMSO a 1,3 % (v/v) (Sulfóxido de dimetilo; Sigma) e sem adição do complexo.  
Assim, aspirou-se o meio de cultura e em cada poço adicionaram-se 100 µL de cada uma das 
soluções, seguindo-se 48 h de incubação a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. 




(Volume Câmara em mm ) Factor de Diluição
º  º    1 a 4
10  
4






AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, EUA), seguindo as instruções 
do fabricante. Assim, aspirou-se o meio de cada poço e adicionaram-se 100 µL de uma solução 
colorimétrica de MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazólio)/PMS (metossulfato de fenazina) na proporção de 100 µL de meio completo: 20 µL de 
MTS: 1 µL de PMS, com posterior incubação por 30 min a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de 
humidade relativa. Mediu-se a absorvância a 490 nm no leitor de microplacas Multiskan FC 
Microplate Photometer (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), e determinou-se a viabilidade 














O ensaio foi efectuado em triplicado para cada concentração de complexo testada.  
O valor de IC50 (do inglês, Inhibitory Concentration) relativo, concentração de composto 
necessária para redução de 50 % de viabilidade celular (Li et al., 2010), foi calculado a partir do 
programa GraphPad (GraphPad Software Inc., CA, EUA). 
 
Estes ensaios foram igualmente realizados incubando as várias linhas celulares tumorais na 
presença dos agentes quimioterapêuticos DOX (0,1 a 125 µM) ou cisplatina (0,1 a 50 µM) e os 
resultados de IC50 obtidos para cada linha celular foram comparados com os respectivos valores 
obtidos para o complexo JL130F1. 
 
 
2.4. Avaliação do Potencial Apoptótico 
2.4.1. Marcação com a Sonda Hoechst 33258 
A avaliação preliminar da capacidade indutora de apoptose pelo complexo JL130F1 realizou-se 
por microscopia de fluorescência através da marcação com a sonda Hoechst 33258. A sonda Hoechst 
33258 (comprimentos de onda de excitação e emissão, quando ligado ao DNA, de 352 e 461 nm, 
repectivamente) possui afinidade para ácidos nucleicos, pelo que a análise por microscopia de 
fluorescência de células marcadas com este corante permite a detecção de alterações da morfologia 
nuclear (Cao et al., 2011; Hoechst Stains, MP21486, Invitrogen 2005). 
Ambas as linhas celulares tumorais foram utilizadas para o ensaio, tendo-se preparado para cada 
linha placas de cultura de 35 mm (Orange Scientific) com uma concentração celular final de 0,75×10
5
 
células/mL, incubando-se de seguida a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa durante 
24 h. Após aspiração do meio de cultura, foram adicionados 2 mL de uma solução de DMSO a 0,2 % 
(v/v) (controlo) ou 2 mL de cada uma das soluções de 20, 35 e 50 µM do complexo em estudo, 
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preparadas por diluição da solução stock em meio completo. Incubaram-se as placas por 48 h a 37 ºC, 
5 % (v/v) de CO2, e 99 % de humidade relativa.  
Para a marcação com Hoechst 33258, as células preparadas anteriormente foram lavadas três 
vezes com 1 mL de Tampão de Fosfato Salino 1x (PBS 1×; Invitrogen). Fixaram-se as células por 
adição de 1 mL de uma solução fria de Paraformaldeído 4 % (v/v) em PBS 1× e incubação durante 10 
min na ausência de luz e à temperatura ambiente. De seguida, as células foram lavadas três vezes com 
1 mL de PBS 1×. A cada placa foi adicionado 1 mL de uma solução de Hoechst 33258 (Sigma), 
contendo 2 µL de Hoechst 33258 (5 mg/mL) em 1 mL de PBS 1×, incubando-se na ausência de luz e à 
temperatura ambiente durante 15 min. Repetiram-se as três lavagens com 1 mL de PBS 1×, e 
adicionaram-se 10 µL de uma solução de glicerol em PBS 1× na proporção de 1:3 (v/v), no centro da 
placa, colocando cuidadosamente uma lamela por cima. As placas foram observadas ao microscópio 
de fluorescência Olympus BX51 e fotografadas com a máquina fotográfica Olympus DP50 (Olympus) 
acoplada ao microscópio. As fotografias foram adquiridas através do software AnalySIS Soft Imaging 
System (Olympus). O ensaio realizou-se em triplicado.  
 
 
2.4.2. Marcação com Anexina V-FITC e Iodeto de Propídio 
A dupla marcação com Anexina V-FITC e Iodeto de Propídio (IP) permite identificar com 
elevada especificidade células em apoptose, diferenciando células em apoptose inicial de células em 
apoptose tardia e, permitindo ainda uma distinção entre células apoptóticas e necróticas (Brumatti et 
al., 2008). A proteína anexina V tem grande afinidade de ligação à fosfatidilserina, um fosfolípido 
membranar que é externalizado para o folheto externo da membrana celular durante a apoptose (Cao et 
al., 2011; Brumatti et al., 2008). A marcação de ácidos nucleicos com IP, por outro lado, está 
dependente da perda da integridade membranar, característica das células em necrose e apoptose tardia 
(Cao et al., 2011; Brumatti et al., 2008; Pec et al., 2003).  
O ensaio de marcação com Anexina V-FITC e IP foi efectuado no Laboratório de Imunologia, 
Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Nova de Lisboa no âmbito de um protocolo 
previamente estabelecido com a Professora Doutora Paula Videira.  
Para a realização deste ensaio utilizou-se a linha celular tumoral HCT116. As células desta linha 
foram cultivadas em placas de 35 mm, numa densidade de 0,75×10
5
 células/mL, e incubadas a 37 ºC, 
5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa, por 24 h. Após este período, aspirou-se o meio de 
cultura antigo e as células foram incubadas durante 48 h a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de 
humidade relativa, na presença de 2 mL de cada uma das soluções do complexo nas concentrações 
finais de 35 e 45 µM (soluções preparadas por diluição da solução stock em meio completo) ou de 2 
mL de meio de cultura completo contendo 0,2 % (v/v) de DMSO (controlo).  
Para a marcação com Anexina V-FITC e IP utilizou-se o Kit Annexin-V FITC Apoptosis 
(Invitrogen). Recolheu-se o sobrenadante e as células (destacadas da placa com 1mL de tripsina e 5 
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min de incubação a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa) e centrifugou-se a 1500 rpm 
durante 5 min a 25 ºC. Adicionaram-se 2 mL de PBS 1x a cada tubo de centrífuga para lavagem das 
células, centrifugando-se a 1500 rpm por 5 min a 25 ºC, eliminando-se de seguida os sobrenadantes. 
Os sedimentos obtidos foram ressuspensos em 100 µL de tampão de ligação da Anexina V 1x, com 
posterior adição de 5 µL de Anexina V conjugada com FITC e de 10 µL de IP e incubação na ausência 
de luz por 15 min à temperatura ambiente. Todo o volume nos tubos de centrífuga foi transferido para 
novos tubos, adicionando-se 400 µL de tampão de ligação da Anexina V 1x. A avaliação da indução 
de apoptose pelo complexo JL130F1 foi então realizada por citometria de fluxo, no citómetro de fluxo 
BD FACScalibur
TM
 (Becton Dickinson, New Jersey, EUA), pela aquisição de 10000 eventos por 
amostra. A análise dos resultados foi efectuada recorrendo ao software BD Paint a Gate (Becton 
Dickinson). O ensaio foi realizado em triplicado.  
 
 
2.4.3. Actividade das Caspases-3/7  
Caspases são proteínas exclusivamente activas em células em apoptose (Pec et al., 2003). As 
caspases, como as efectoras-3 e -7, revelam-se de extrema importância no que respeita à progressão 
irreversível do processo apoptótico (Elmore, 2007). Estas proteínas consistem em proteases de cisteína 
e, como tal, exibem actividade proteolítica que lhes permite a clivagem de substratos proteicos em 
resíduos de aspartato, desencandeando na fase final as características morfológicas celulares típicas da 
apoptose (Elmore, 2007; Meyers et al., 2004; Pec et al., 2003). 
O ensaio foi executado no Departamento de Genética do Centro de Investigação em Genética 
Molecular e Humana (CIGMH), Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Nova de Lisboa.  
A actividade das caspases-3/7 foi avaliada utilizando o Kit Apo-ONE
®
 Homogeneous Caspase-
3/7 Assay (Promega), como descrito pelo fabricante. O ensaio efectuou-se na linha celular tumoral 
HCT116, sendo as células cultivadas em placa preta opaca de 96 poços (Corning, New York, EUA), 
numa densidade celular de 0,75×10
5
 células/mL, com incubação de 24 h a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 
99 % de humidade relativa. As células foram incubadas por 48 h a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de 
humidade relativa, na presença de 100 µL do complexo nas concentrações finais de 25, 35 e 45 µM 
(soluções preparadas por diluição da solução stock em meio completo), ou na presença de 100 µL da 
solução de DMSO a 0,2 % (v/v) (controlo negativo), ou de meio de cultura completo sem células 
(branco). Ao fim de 48h, adicionaram-se a cada poço 100 µL do reagente Apo-ONE® Caspase-3/7, 
misturou-se gentilmente e incubou-se durante 2 h a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade 
relativa. A leitura da placa foi efectuada no leitor de microplacas Zenyth 3100 (Anthos Labtec, 
Salzburg, Aústria) com o filtro de fluorescência no comprimento de onda de excitação de 485 nm. Os 
dados foram obtidos pelo software Multimode Analysis. O tratamento dos dados realizou-se pela 




(3) Variação da actividade das caspases  
                      
                        
 
 
 O ensaio foi realizado em triplicado. 
 
 
2.4.4. Expressão de Genes Envolvidos no Processo de Apoptose 
 A avaliação da expressão dos genes CDKN1A, BAX, BCL2 e CASP3 que codificam 
respectivamente para as proteínas p21, Bax, Bcl-2 e caspase-3, foi realizada por RT-PCR (transcritase 
reversa – reacção em cadeia da polimerase) na linha celular tumoral HCT116. As células da linha 
HCT116 foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm
2
 e incubadas por um período de 24 h a 37 
ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. Foram posteriormente sujeitas a exposição a uma 
concentração de 35 µM do complexo JL130F1 (solução preparada por diluição da solução stock em 
meio completo) ou 0,2 % (v/v) de DMSO (controlo) e, incubadas a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de 






2.4.4.1. Extracção do RNA Total 
As células obtidas tal como descrito no ponto 2.4.4 foram colhidas dos frascos de cultura por 
tripsinização, centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min e ressuspensas em PBS 1x gelado para lavagem, 
com posterior centrifugação a 1500 rpm durante 5 min e eliminação dos sobrenadantes. A extracção 
do RNA total foi realizada através do Kit SV Total RNA Isolation System (Promega), de acordo com o 
procedimento descrito pelo fabricante. A concentração de RNA foi determinada 
espectrofotometricamente a 260 nm, no NanoDrop2000 (Thermo Scientific), tendo em conta que 1 
unidade de absorvância a 260 nm (Abs260) corresponde a 40 µg de RNA de cadeia simples por mL. A 
pureza do RNA foi também avaliada no NanoDrop através das razões Abs260/Abs280 e Abs260/Abs230. A 
razão Abs260/Abs280 para uma amostra pura, sem contaminação por proteínas, deverá ser 
aproximadamente 2,0 (SV Total RNA Isolation System Kit, TM048, Promega 2009). Por outro lado, 
uma razão Abs260/Abs230 inferior a 1,8 indica uma possível contaminação com tiocianato de guanidina 
(SV Total RNA Isolation System Kit, TM048, Promega 2009). As amostras de RNA total foram 
armazenadas a -80 ºC até posterior utilização. 
 
 
2.4.4.2. Síntese de cDNA 
 A síntese de cDNA a partir de RNA total foi efectuada através da acção da enzima transcriptase 
reversa, utilizando o Kit cDNA Synthesis (Bioline, Londres, Reino Unido), de acordo com as 
instruções do fabricante. As amostras de cDNA foram quantificadas no NanoDrop, por leitura de 
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absorvância a 260 nm, sendo que 1 unidade de Abs260 corresponde a 33 µg de DNA de cadeia simples 
por mL. A pureza do cDNA foi também avaliada no NanoDrop pelas razões de Abs260/Abs280 e 
Abs260/Abs230. O cDNA foi posteriormente armazenado a 4 ºC até à sua utilização. 
 
 
2.4.4.3. Amplificação de cDNAs Alvo por PCR  
 Com a finalidade de analisar variações na expressão dos genes CDKN1A, BAX, BCL2 e CASP3 
na presença e ausência do complexo em estudo, recorreu-se à amplificação por PCR dos cDNAs 
obtidos. Como controlo interno para normalização das amostras foi quantificado o gene ACTB que 
codifica para a β-actina. O cDNA sintetizado (ponto 2.4.4.2) foi utilizado como molde nesta reacção. 
Prepararam-se as misturas reaccionais, de 20 µL de volume final por reacção, contendo 75 mU/μL de 
enzima Taq Red DNA Polymerase (Bioline), 1x NH4-Reaction Buffer (Bioline), 0,25x High Spec 
additive (Bioline) e 1 mM de cada dNTP (Bioline), além de concentrações variáveis, indicadas na 
Tabela 2.2, de cloreto de magnésio (MgCl2; Bioline), primers forward e reverse e DNA molde. 
 
 
Tabela 2.2 – Concentrações utilizadas de MgCl2, primers forward e reverse e DNA molde e a temperatura de 













MgCl2 (mM) 2 1 2,5 3 2 
Primers forward e reverse  
(pmol primer /µL) 
0,16 0,2 0,16 0,16 0,16 
DNA molde 
(ng/ µL) 
1 1 1 2 2 
Temp. Annealing (ºC) 59 57 57 57 55 
 
 
 A sequência dos primers (oligonucleótidos sintéticos) (Metabion, Martinsried, Deutschland), 













Tabela 2.3 – Sequência dos primers forward e reverse e tamanho do amplicão esperado para cada um dos genes 
em estudo.  
 




CDKN1A GCTTCATGCCAGCTACTTCC AGGTGAGGGGACTCCAAAGT 221 
Presente 
trabalho 
BAX TGCTTCAGGGTTTCATCCAGGA ACGGCGGCAATCATCCTCTG 172 
(Li et al., 
2010) 
BCL2 CTTCGCCGAGATGTCCAGCCA CGCTCTCCACACACATGACCC 152 
CASP3 TACCAGTGGAGGCCGACTTC GCACAAAGCGACTGGATGAAC 103 
ACTB CTACAATGAGCTGCGTGTGGC CAGGTCCAGACGCAGGATGGC 270 
 
 
 A amplificação, cujas condições se encontram descritas na Tabela 2.4, foi efectuada num 
termociclador MultiGene Gradient (Labnet International Inc., New Jersey, EUA). Os produtos 
amplificados foram sujeitos a electroforese em gel de agarose (Bioline) a 2 % (p/v), corado com 2 % 
(v/v) de GelRed (10000x) (Biotarget, Portugal), a 110 V durante 50 min, em solução tampão TAE 1x 
(composição TAE 10x: 1,7 M de NaCl, 0,03 M de KCl, 0,1 M de Na2HPO4 e 0,01 M de K2HPO4). 
Utilizou-se o marcador de pesos moleculares HyperLadder IV (Bioline). O gel foi visualizado sob luz 
UV num transiluminador UVIpure (UVITEC, Cambridge, Reino Unido), e fotografado com uma 
câmara Kodak AlphaDigiDoc (Alpha Innotech, Califórnia, EUA), sendo a aquisição da imagem 
efectuada através do software AlphaEaseFC (Alpha Innotech). As bandas correspondentes a cada um 
dos amplicões foram analisadas por densitometria pelo software GelAnalyzer (www.gelanalyzer.com). 
A normalização foi efectuada pelo cálculo da razão entre os valores obtidos para cada um dos genes 
em estudo e o obtido para o controlo (ACTB) (Li et al., 2010). 
 
 
Tabela 2.4 – Programa de PCR utilizado para amplificação das amostras de cDNA correspondentes aos genes 
codificantes para p21, Bax, Bcl-2, caspase-3 e β-actina. 
 
Fase Temperatura (ºC) Tempo (min)  
Desnaturação inicial 94  5   
Desnaturação 94  0,5 
35 Ciclos Annealing 55-59  0,5 
Extensão  72  1  






2.5. Estudos de Interacção com o DNA 
2.5.1. Espectroscopia de Absorção 
Para avaliação da possível interação de um composto com a molécula de DNA, a espectroscopia 
de absorção apresenta-se de grande importância (Shahabadi et al., 2011). A interacção do complexo 
JL130F1 com o DNA foi avaliada utilizando DNA de timo de bezerro (CT-DNA, do inglês Calf 
Thymus-DNA; Invitrogen). A concentração de CT-DNA, por nucleótido, foi determinada através da 





, com posterior aplicação da equação     𝓁    (lei de Lambert-Beer), correspondendo A à 




, 𝓁 ao percurso óptico em cm, e C à 
concentração da amostra em mol.L
-1
 (Gallego et al., 2011). Assim, para a realização das titulações na 
região UV, utilizou-se uma concentração constante do complexo (23,2 µM) em tampão 5 mM Tris-
HCl (Merck), 50 mM NaCl (Panreac), pH 7, e efectuaram-se adições sucessivas de uma solução 
concentrada de CT-DNA, tanto à solução de complexo como à solução de referência (contendo 
tampão 5 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7). Os espectros de absorção foram adquiridos num 
espectrofotómetro Shimadzu UV-2010PC de feixe duplo (Shimadzu, Kyoto, Japão).  
Os valores de absorvância obtidos foram primeiramente corrigidos, devido à diluição resultante 




onde, VolTitulado corresponde ao volume de solução de complexo a ser titulado e VolTitulante ao volume 
total de solução de DNA adicionado à medida que decorre a titulação. 
Os valores de absorvância a 265 nm, correspondentes a um máximo local de absorvância para o 
complexo JL130F1, foram, após a devida correcção, utilizados na determinação do valor da constante 
de afinidade para o DNA (Kb), pela aplicação da equação (5) (Gallego et al., 2011): 
 
(5) 
     
       
 
     
       
 
 
         
 
 
onde, [DNA] corresponde à concentração de DNA, εa ao coeficiente de extinção molar aparente, εf ao 
coeficiente de extinção molar do complexo no estado livre, εb ao coeficiente de extinção molar do 
complexo ligado ao DNA e Kb à constante de afinidade para o DNA (M
-1
) (Gallego et al., 2011). O 
valor de εf foi obtido através da equação de Lambert-Beer, pela determinação do declive de uma recta 
de calibração ajustada à dependência da absorvância a 265 nm com a concentração de complexo (de 
11,6 a 46,4 µM) em tampão 5 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7 (Shahabadi et al., 2011). εa foi 











razão entre o declive (1/(εb-εf)) e a ordenada na origem (1/Kb(εb-εf)) de uma recta resultante de um 
ajuste linear à representação de [DNA](εa-εf) em função de [DNA] (equação 5) (Shahabadi et al., 
2011). O ensaio foi realizado em triplicado. 
 
 
2.5.2. Ensaio de Retardamento da Mobilidade Electroforética (EMSA) 
2.5.2.1. Cultura de Escherichia coli 
Os ensaios de EMSA foram realizados recorrendo ao DNA plasmídico pBluescript II SK+ 
(pBSK II; Agilent Technologies, Califórnia, EUA), presente em células de Escherichia coli da estirpe 
DH5α transformadas com este plasmídeo. A estirpe foi cultivada em meio de cultura Luria-Bertani 
(LB; Applichem, Darmstadt, Alemanha) suplementado com ampicilina (100 µg/mL) (Bioline), numa 
incubadora G25 (News Brunswick Scientific, New Jersey, EUA) com agitação orbital de 250 rpm, 
durante 16 h a 37 ºC. 
 
 
2.5.2.2. Extracção de DNA Plasmídico (pBSKII) 
O DNA plasmídico (pBSK II) foi extraído utilizando o kit de extracção NZYMiniprep 
(Nzytech, Portugal). O protocolo foi seguido de acordo com as instruções do fabricante, à excepção do 
passo de eluição que ocorreu pela adição de tampão 50 mM Tris-HCl, 10 mM NaCl, pH 7,25, pré-
aquecido a 70 ºC. Procedeu-se à quantificação do DNA plasmídico por espectrofotometria no 
Nanodrop, no comprimento de onda de 260 nm, tendo em conta que 1 unidade de Abs260 corresponde 
a 50 µg de DNA em cadeia dupla por mL. A pureza do DNA plasmídico foi também avaliada por 
espectrofotometria no Nanodrop, a partir dos valores das razões Abs260/Abs280 e Abs260/Abs230. A razão 
Abs260/Abs280 é de aproximadamente 1,8 em amostras consideradas puras, sendo que um valor inferior 
indica a presença principalmente de contaminação com proteínas e fenol e um valor superior a 2,0 
indicará a presença de RNA (NanoDrop Technical Support Bulletin, T009, NanoDrop Technologies 
Inc. 2007). A razão Abs260/Abs230 deve estar entre 2,0 a 2,2, sendo que valores inferiores indicam a 
presença de contaminantes que absorvem a 230 nm (NanoDrop Technical Support Bulletin, T009, 
NanoDrop Technologies Inc. 2007). A integridade do DNA plasmídico foi observada por electroforese 
em gel de agarose a 0,8 % (p/v) em solução TAE 1x, corado com 2 % (v/v) de GelRed. 
 
 
2.5.2.3. Procedimento do Ensaio EMSA 
 Incubaram-se 200 ng de DNA plasmídico pBSK II na presença de DMSO (controlo), numa 
concentração final de 1,5 % (v/v), ou na presença de concentrações do complexo JL130F1 entre 60 e 
350 µM, em tampão 50 mM Tris-HCl, 10 mM NaCl, pH 7,25, para um volume total de 20 µL por 
amostra. Procedeu-se à incubação das soluções por um período de 24 h a 37 ºC. As amostras foram 
sujeitas a electroforese em gel de agarose a 0,7 % (p/v) em solução tampão TAE 1x, a 80 V por 2 h e 
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30 min. Como marcador de pesos moleculares utilizou-se λ DNA/HindIII (Fermentas, Maryland, 
EUA). O gel foi corado numa solução de Brometo de Etídio (Invitrogen) a 0,05 µg/mL em 100 mL de 
água destilada, durante 15 min com agitação, sendo posteriormente removido o excesso de corante em 
100 mL de água destilada por 5 min com agitação. O gel foi visualizado em transiluminador UVIpure 
e a aquisição da imagem feita através de uma câmara Kodak AlphaDigiDoc e do software 
AlphaEaseFC. O ensaio foi realizado em triplicado. 
  
 
2.5.3. Digestão com SmaI e DraI 
A interferência do complexo JL130F1 na reacção de hidrólise do DNA pelas enzimas de 
restricção SmaI e DraI (Promega) foi avaliada usando o DNA plasmídico comercial pUC18 (0,5 
ng/µL) (Takara Bio Inc., Otsu, Japão). O ensaio de restricção foi realizado para razões de 
[complexo]/[DNA] de 0,1 e 0,3. A concentração, por nucleótido, da solução stock de DNA plasmídico 
foi calculada espectrofotometricamente, de acordo com o ponto 2.5.1. Prepararam-se misturas 
reaccionais, com um volume total de 20 μL, ajustado por adição de água desionizada estéril, de acordo 
com a Tabela 2.5. 
 
 
Tabela 2.5 – Condições reaccionais utilizadas na avaliação da interferência do complexo JL130F1 sobre a 
actividade de endonuclease das enzimas SmaI e DraI. n.a. – não adicionado; * – substituição de JL130F1 por 







Enzima de restricção 
(U/ μL) 












3 (r = 0,1) 
9 (r = 0,3) 
DraI 
n.a. * 
2,5 B 3 (r = 0,1) 
9 (r = 0,3) 
 
 
As soluções foram incubadas a 37 ºC por 1 h e sujeitas a electroforese em gel de agarose a 0,8 
% (p/v) em solução tampão TAE 1x, a 80 V por 2 h. Utilizou-se o marcador de pesos moleculares λ 





2.5.4. Capacidade de Indução de Aberrações Cromossómicas (Genotoxicidade) 
O efeito genotóxico do complexo JL130F1 foi avaliado na linha celular de fibroblastos 
pulmonares de Cricetulus griséus (V79). O ensaio realizou-se no Departamento de Genética do Centro 
de Investigação em Genética Molecular e Humana, Faculdade de Ciências Médicas da Universidade 
Nova de Lisboa no âmbito de um protocolo de colaboração previamente estabelecido com o Professor 
Doutor António Sebastião Rodrigues. 
 
 
2.5.4.1. Cultura da Linha Celular V79 
A linha celular V79 foi cultivada em meio DMEM suplementado com 5 % (v/v) de FBS, em 
frascos de cultura de 25 cm
2
 (Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha), e incubadas a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 
e 99 % de humidade relativa. Procedeu-se à incubação das células com o complexo JL130F1 nas 
concentrações de 5, 10 e 20 µM (soluções preparadas por diluição da solução stock em DMSO), ou 1,5 
µM de Mitomicina-C (MMC; Sigma) (controlo positivo) ou 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo 
negativo), durante 16 h nas condições anteriores. Duas horas e meia antes do término das 16 h de 
crescimento celular, foram adicionados a cada frasco de cultura 10 µL de uma solução de colchicina 
(300 µg/mL) (Sigma) previamente aquecida a 37 ºC. 
 
 
2.5.4.2. Choque Hipotónico e Fixação 
Terminadas as 16 h de crescimento celular, removeu-se o meio de cultura com colchicina e 
procedeu-se à lavagem das culturas com 1 mL de uma solução de verseno suplementada com 
biocarbonato de sódio (solução ácida), agitando-se os frascos e eliminando-se em seguida a solução. 
Adicionaram-se 1,5 mL da solução de verseno e de seguida uma solução de tripsina e verseno numa 
proporção de 3:1 (v/v), que actuou durante um período de tempo suficiente para que as células se 
soltassem. Todo o conteúdo dos frascos foi removido para tubos de centrífuga, centrifugado a 1500 
rpm durante 5 min e eliminados os sobrenadantes. A cada tubo foram adicionados 2 mL de uma 
solução de 0,56 % (p/v) de KCl, previamente aquecida a 37 ºC por 5 min, com agitação no vórtex. 
Adicionaram-se posteriormente mais 4 mL da mesma solução, colocando-se os tubos num banho a 37 
ºC durante 4 min. Seguiu-se a centrifugação dos tubos a 1500 rpm durante 5 min, eliminando-se 
posteriormente os sobrenadantes. Foram adicionadas algumas gotas de uma solução fixadora de 
metanol/ácido acético na proporção de 3:1 (v/v), arrefecida a -20 ºC, agitando de imediato os tubos no 
vórtex a fim de impedir a formação de aglomerados, e adicionou-se novamente solução fixadora, 
perfazendo um volume final de 5 mL. Centrifugaram-se os tubos a 1500 rpm por 5 min, eliminando-se 
os sobrenadantes. Realizou-se a lavagem das células com 5 mL da solução fixadora, adicionando 
inicialmente algumas gotas desta solução, agitando a suspensão celular no vórtex e adicionando de 
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seguida o restante volume. Depois de centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min, as células foram então 
ressuspensas em 2 mL da solução fixadora para a preparação das lâminas.  
 
 
2.5.4.3. Preparação das Lâminas para Observação das Aberrações 
Cromossómicas 
Em lâminas previamente lavadas e armazenadas em água destilada a 4 ºC, sobre uma fina 
camada de água, pipetaram-se três gotas das suspensões celulares obtidas, a uma altura de 
aproximadamente 20 cm, deixando-se secar na horizontal. Depois de secas, as lâminas foram 
colocadas numa tina de coloração com 4 % (p/v) de Giemsa (Sigma) por um período de 10 min. As 
lâminas foram lavadas em água corrente e deixadas a secar. Posteriormente colocaram-se 2 gotas de 
Entellan® (Merck) sobre lamelas e inverteram-se as lâminas sobre estas, tendo atenção para impedir a 
formação de bolhas de ar, e foram deixadas a secar. As preparações foram então observadas e 
analisadas ao microscópio óptico Leitz Dialux 20 (Leica, Wetzlar, Alemanha). A experiência foi 
realizada em duplicado. 
 
 
2.5.5. Ensaio de Inibição da Actividade de Decatenação da Topoisomerase II 
O estudo da inibição da acção de decatenação da topoisomerase II humana realizou-se pela 
aplicação do Kit Human Topo II Decatenation Assay (Inspiralis, Norwich, Reino Unido). O ensaio foi 
realizado segundo as instruções do fabricante, à excepção do tempo de incubação, que foi de 1 h e 30 
min a 37 ºC. Os reagentes foram adicionados às amostras pela seguinte ordem: complexo, 
topoisomerase II, DNA catenado (kDNA). Foram preparadas quatro soluções: dois controlos 
negativos, um na ausência da enzima topoisomerase II e outro contendo a enzima e 0,5 % (v/v) de 
DMSO, um controlo positivo com a enzima e 1 µM de DOX, um inibidor da topoisomerase II humana 
(Thakur, 2011), e uma solução contendo a enzima e o complexo em estudo na concentração de 75 µM. 
A inibição da actividade de decatenação da enzima foi analisada por electroforese em gel de agarose a 
1 % (p/v) em solução tampão TAE 1x, por 1 h a 90 V, sendo o gel corado com 2 % (v/v) de GelRed. 
Como marcador de pesos moleculares utilizou-se λ DNA/HindIII. O gel foi visualizado em 




2.6. Análise da Progressão do Ciclo Celular 
Para a análise da progressão do ciclo celular utilizou-se a linha celular tumoral HCT116. As 
células desta linha foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm
2
 numa densidade celular de 
0,75×10
5
 células/mL e incubadas a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. As células 
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foram sincronizadas por um duplo bloqueio com timidina, de forma a ficarem retidas no início da fase 
S, de acordo com o método apresentado de seguida descrito por Borralho e colaboradores, 2009. Após 
8 h da cultura das células, o primeiro bloqueio foi realizado pela adição no meio de cultura de 2 mM 
de timidina (Sigma) e incubação por 14 h a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. As 
células foram posteriormente mantidas em meio de cultura sem timidina por 10 h. Seguidamente 
adicionaram-se 2 mM de timidina (2º bloqueio), e as células foram incubadas por 14 h a 37 ºC, 5 % 
(v/v) de CO2 e 99 % de humidade relativa. Após este período de incubação, removeu-se o meio com 
timidina e procedeu-se à exposição das células ao complexo em estudo na concentração de 35 µM ou a 
0,2 % (v/v) de DMSO (controlo), com incubação a 37 ºC, 5 % (v/v) de CO2 e 99 % de humidade 
relativa, por 4 e 6 h. As células de uma das culturas foram fixadas, de acordo com o protocolo 
seguinte, imediatamente após a terminação do segundo bloqueio (0 h) e utilizadas como controlo do 
método de sincronização. 
O meio de cultura foi recolhido para tubos de centrífuga juntamente com as células colhidas por 
tripsinização e seguiu-se uma centrifugação a 1500 rpm durante 5 min, com posterior eliminação dos 
sobrenadantes. Seguidamente foram lavadas em 1 mL de PBS 1x frio e centrifugadas a 1500 rpm 
durante 5 min, eliminando-se em seguida os sobrenadantes. Os sedimentos obtidos foram então 
ressuspensos em 1 mL de PBS 1x frio, adicionando-se posteriormente, gota a gota, 1 mL de uma 
solução de etanol a 80 % (armazenada a -20 ºC), com agitação suave em vórtex, para fixação das 
células. As amostras foram mantidas em gelo por um período de 30 min, sendo de seguida 
armazenadas a 4 
o
C no mínimo durante 18 h. Os tubos foram centrifugados a 2000 rpm durante 5 min, 
desprezaram-se os sobrenadantes, e ressuspenderam-se os sedimentos em 250 µL de uma solução de 
50 µg/mL de RNase A em PBS 1x. Adicionou-se iodeto de propídio a cada tubo para uma 
concentração final de 2,5 μg/mL e incubaram-se as amostras na ausência de luz por um período 
mínimo de 30 min à temperatura ambiente. 
A análise da marcação com iodeto de propídio foi efectuada por citometria de fluxo, no 
citómetro de fluxo BD FACScalibur
TM
, pela aquisição de 10000 eventos por amostra. A análise da 
distribuição das células pelas diferentes fases do ciclo celular foi realizada através do programa 
CellQuest (BD Biosciences). O ensaio foi realizado em triplicado.  
Este ensaio foi efectuado igualmente no âmbito do protocolo previamente estabelecido com a 






3. Resultados e Discussão 
3.1. Avaliação do Potencial Citotóxico 
O desenvolvimento de métodos in vitro para o estudo do perfil de citotoxicidade em culturas de 
células tumorais é importante na identificação de novos compostos com potencial anti-tumoral 
(O’Toole et al., 2003). Na validação destes compostos são necessários estudos de caracterização dos 
mecanismos de acção e estudos in vivo para determinação de uma potencial aplicação terapêutica, 
determinada através de várias fases de ensaios clínicos (McGowan et al., 2011; O’Toole et al., 2003). 
A avaliação da taxa de viabilidade celular, ou perfil de citotoxicidade, após tratamento das linhas 
celulares com os compostos de interesse resulta geralmente da avaliação pelos ensaios metabólicos 
MTS ou MTT, que medem a actividade enzimática mitocondrial presente exclusivamente em células 
viáveis, e portanto, proliferativas (McGowan et al., 2011). O MTT consiste num sal de tetrazólio que 
na presença de desidrogenases mitocondriais, principalmente da sucinato desidrogenase, é reduzido a 
cristais de formazano de coloração roxa (Wang et al., 2010). A utilização de MTS no ensaio de 
viabilidade celular consiste numa versão melhorada do ensaio de MTT, ultrapassando alguns dos 
problemas associados à utilização deste último, como por exemplo, o facto de o formazano resultante 
da redução de MTS apresentar menor toxicidade que no caso do MTT (Wang et al., 2010; O’Toole et 
al., 2003). O MTS, um sal de tetrazólio de coloração amarela, é reduzido por desidrogenases 
mitocondrais em células metabolicamente activas, formando assim um formazano aquoso e solúvel, de 
coloração acastanhada (CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, TB169, 
Promega 2009; O’Toole et al., 2003). A intensidade da cor do formazano produzido é proporcional ao 
número de células viáveis (Wang et al., 2010).  
O potencial antiproliferativo do complexo JL130F1 foi avaliado nas duas linhas celulares 
tumorais HCT116 e HepG2, pela aplicação de concentrações crescentes do complexo e exposição ao 
mesmo por um período de 48 horas (superior ao tempo de duplicação para as células de ambas as 
linhas tumorais). As taxas de viabilidade celular obtidas para HCT116 e HepG2 após tratamento com 
JL130F1 são evidenciadas na Figura 3.1. Sobre ambas as linhas, observou-se uma redução bastante 
significativa e gradual da viabilidade celular com o aumento da concentração do complexo. Este efeito 
é visível principalmente a partir da concentração de 15 µM em ambas as linhas tumorais. Desta forma, 
verifica-se que o complexo JL130F1 apresenta actividade antiproliferativa in vitro, e portanto uma 
aparente citotoxicidade, perante ambas as linhas celulares tumorais, de uma forma dependente da 
concentração. 
A cisplatina também avaliada quanto à sua citotoxicidade em ambas as linhas tumorais HCT116 
e HepG2, nas mesmas condições testadas para o complexo, pelo método MTS, demonstrou uma 
redução consecutiva da viabilidade celular em conformidade com o aumento da concentração deste 




























Figura 3.2. Este efeito de redução da viabilidade celular é visível em ambas as linhas tumorais a partir 
de uma concentração de 10 µM, revelando uma maior perda de viabilidade para as células de HepG2.  
A DOX foi também estudada quanto à sua capacidade antiproliferativa. Esta foi avaliada na 
linha tumoral HCT116 igualmente pelo método MTS, após aplicação de concentrações crescentes da 
mesma por um período de 48 horas, demonstrando uma actividade antiproliferativa considerável, com 





















Figura 3.1 – Viabilidade celular das linhas celulares tumorais HCT116 e HepG2 após 48 horas de exposição ao 
complexo JL130F1. A viabilidade celular foi determinada por MTS. Os valores apresentados são referentes à 
média de três ensaios independentes e as barras de erro correspondem ao erro padrão em relação à média 
(*p<0,01 em relação a 0,1 μM e 
¥
p<0,05 em relação a 0,1 μM). Os valores de viabilidade celular foram 












































































































Figura 3.3 – Viabilidade celular da linha celular tumoral HCT116 após 48 horas de exposição à DOX. A 
viabilidade celular foi determinada por MTS. Os valores apresentados são referentes à média de três ensaios 
independentes e as barras de erro correspondem ao erro padrão em relação à média (*p<0,01 em relação a 0,1 
μM). Os valores de viabilidade celular foram normalizados em relação às células incubadas sem complexo, na 




A partir destes resultados pode ainda estimar-se o valor de IC50, concentração de complexo 
necessária para redução de 50 % de viabilidade celular (Li et al., 2010), podendo o seu valor absoluto 
ser retirado directamente a partir das Figuras 3.1, 3.2 e 3.3. Os valores estimados encontram-se entre 
os 25 e os 35 µM para as duas linhas tumorais incubadas com o complexo JL130F1, entre 1 e 10 μM 
para HepG2 e entre 20 e 25 μM para HCT116 após tratamento com a cisplatina, e entre 0,1 e 1 μM 
para HCT116 após exposição à DOX.  
Figura 3.2 – Viabilidade celular das linhas celulares tumorais HCT116 e HepG2 após 48 horas de exposição à 
cisplatina. A viabilidade celular foi determinada por MTS. Os valores apresentados são referentes à média de 
três ensaios independentes e as barras de erro correspondem ao erro padrão em relação à média (*p<0,01 em 
relação a 1 μM e 
¥
p<0,05 em relação a 1 μM). Os valores de viabilidade celular foram normalizados em 
relação às células incubadas sem composto, na presença de solvente (controlo). 















De notar a ocorrência de patamares nos gráficos de viabilidade celular a cerca de 20 % para a 
linha HCT116, tanto no tratamento com o complexo JL130F1 como com a DOX (Figura 3.1 e 3.3, 
respectivamente), e a aproximadamente 10 % para HepG2 após tratamento com o complexo (Figura 
3.1), e a cerca de 15 % nesta linha após exposição à cisplatina (Figura 3.2). Estes patamares devem-se 
à absorção de radiação a 490 nm mesmo na ausência de células. Por este motivo, foram construídas 
curvas dose-resposta para a determinação dos valores de IC50 relativo, de forma a ultrapassar esta 
interferência associada à técnica. O IC50 relativo é dado pela concentração de complexo 
correspondente ao ponto médio entre os patamares superior e inferior da curva dose-resposta. Por 
oposição, o IC50 absoluto, referido anteriormente, corresponde simplesmente ao valor de concentração 
de complexo correspondente aos 50 % no eixo da viabilidade celular. Os valores de IC50 relativo 
foram calculados através do programa GraphPad e são de 22,74 µM para HCT116 e 22,08 µM para 
HepG2 no que respeita ao tratamento com o complexo JL130F1. Os valores de IC50 revelam que o 
complexo apresenta uma actividade antiproliferativa equivalente em ambas as linhas tumorais. Para a 
cisplatina foram determinados valores de IC50 de 15,3 e 4,2 µM, respectivamente para HCT116 e 
HepG2. A cisplatina revela-se então com uma maior actividade perante a linha HepG2 em relação à 
linha HCT116. Além disso, estes valores registam-se inferiores aos obtidos para o complexo em 
ambas as linhas, mostrando a grande eficácia deste agente quimioterapêutico e o porquê da sua grande 
aplicação na clínica. Desta forma, uma maior concentração do complexo é necessária para que o 
mesmo tenha uma acção equivalente à da cisplatina. O valor de IC50 para a DOX foi determinado 
como sendo de 0,42 μM. O valor correspondente ao IC50 da DOX é significativamente inferior ao 
observado para JL130F1, indicando que o efeito citotóxico deste agente quimioterapêutico na linha 
celular HCT116 é superior ao do complexo em estudo e que por sua vez, de forma a igualar esta 
actividade o complexo necessita de uma concentração mais elevada. Mais ainda, tendo em conta o 
valor de IC50 de ambos os agentes quimioterapêuticos utilizados como controlo, é possível observar-se 
que a DOX apresenta-se mais efectiva na redução da viabilidade celular na linha tumoral HCT116 
comparativamente à cisplatina, estando de acordo com a conhecida insensibilidade desta linha à 
cisplatina (Arango et al., 2004).  
Segundo, Janar e colaboradores (2012) os valores de IC50 registados para a acção da cisplatina 
em ambas as linhas celulares tumorais utilizadas nos ensaios desta tese foram de 16,0 µM para 
HCT116 e 12,3 µM para HepG2. No entanto, apesar de estes resultados corresponderem a uma 
exposição de 48h, foram obtidos por análise do metabolismo de MTT. O valor de IC50 obtido neste 
estudo para a linha HCT116 após tratamento com a cisplatina apresenta-se muito próximo daquele 
registado por Janar e colaboradores (2012), contudo para a linha HepG2, curiosamente, o valor de IC50 
registado neste trabalho apresenta-se bastante inferior ao apresentado por estes autores.  
Sohn e colaboradores (2010) avaliaram a citotoxicidade da oxaliplatina através do ensaio MTS 
em células da linha tumoral HCT116 tratadas durante 48 h. A partir deste estudo os mesmos 
verificaram que com o aumento da concentração havia uma redução significativa da viabilidade 
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celular, tendo obtido um valor de IC50 de 2,0 µM (determinado apenas por visualização de uma 
inibição de 50 % da viabilidade celular). Este valor revela-se inferior ao IC50 da cisplatina. Esta 
perspectiva vai de encontro ao observado anterioremente, em que se verifica uma resistência por parte 
de células de cancro do colorectal à cisplatina e o facto de a sua viabilidade diminuir de forma mais 
acentuada em resposta à oxaliplatina (Arango et al., 2004). 
Assim, embora os valores de IC50 para o complexo JL130F1 sejam superiores aos dos 
compostos cisplatina, DOX e oxaliplatina, o primeiro poderá ser avaliado futuramente em linhas 
tumorais resistentes à cisplatina. 
A avaliação do complexo JL130F1 quanto à sua acção em linhas não-tumorais é de facto 
importante, tendo em conta os problemas de toxicidade que a cisplatina revela em células saudáveis 
(Bouchal et al., 2011). 
A citotoxicidade do complexo foi então testada em duas linhas celulares não-tumorais, de 
epitélio mamário (MCF-10A) (Figura 3.4) e fibroblastos (Figura 3.5), de forma a avaliar a existência 
de selectividade para células tumorais por parte de JL130F1. De um modo global, verifica-se que o 
decréscimo da viabilidade para as linhas celulares não-tumorais ocorre a concentrações mais elevadas 
comparativamente ao que se verificou para as linhas tumorais. Por exemplo, para uma concentração de 
50 µM, superior aos valores de IC50 determinados para HCT116 e HepG2, ainda existe uma 
viabilidade celular superior a 85 % tanto no caso das células de epitélio mamário como dos 
fibroblastos. De facto, nas concentrações testadas não se verifica sequer uma diminuição da 
viabilidade igual ou superior a 50 %, não sendo possível a determinação de valores de IC50. Desta 
forma, é inferido que há uma menor citotoxicidade de JL130F1 perante as linhas MCF-10A e de 
fibroblastos comparativamente ao efeito citotóxico mais acentuado que apresenta relativamente às 
linhas tumorais. Por conseguinte, o complexo parece ter alguma selectividade para células tumorais, 
sendo esta uma característica importante de um agente quimioterapêutico, tal como referido na 





































































Figura 3.4 – Viabilidade celular da linha celular MCF-10A após 48 horas de exposição ao complexo JL130F1. 
A viabilidade celular foi determinada por MTS. Os valores apresentados são referentes à média de três ensaios 
independentes e as barras de erro correspondem ao erro padrão em relação à média. Os valores de viabilidade 








Figura 3.5 – Viabilidade celular da linha celular de fibroblastos após 48 horas de exposição ao complexo 
JL130F1. A viabilidade celular foi determinada por MTS. Os valores apresentados são referentes à média de três 
ensaios independentes e as barras de erro correspondem ao erro padrão em relação à média (
¥
p<0,05 em relação 
a 20 μM). Os valores de viabilidade celular foram normalizados em relação às células incubadas sem complexo, 
na presença de solvente (controlo). 
 
 
O efeito citotóxico da cisplatina foi avaliado por Ho e colaboradores (2007) em células de 
MCF-10A pelo ensaio de MTS, após uma exposição de 48 horas, tendo-se obtido um valor de IC50 de 
4,76 µM. Já, Dhar e Lippard (2009) determinaram, pelo ensaio de MTT, um valor de IC50 de 9,5 µM 
para uma linha não-tumoral de fibroblastos humanos (MRC-5) tratada durante 72 horas com 
cisplatina. Também a citotoxicidade da DOX foi avaliada na linha celular MCF-10A por Tapia e 
colaboradores (2007), pelo ensaio de MTS, por um período de 48 horas, tendo-se obtido um valor de 
IC50 no intervalo de 20 a 25 µM. Nestes casos verifica-se que a selectividade para as células tumorais 
por parte da DOX e cisplatina será inferior relativamente ao complexo em estudo JL130F1 na medida 




determinar um valor de IC50 para ambas as linhas celulares não-tumorais. Assim, este valor de IC50 
será superior ao da cisplatina em fibroblastos e ao da DOX na linha MCF-10A.  
 
 
3.2. Avaliação do Potencial Apoptótico 
De forma a avaliar o processo de morte celular subjacente à redução do número de células 
viáveis resultante do tratamento de linhas celulares tumorais com o complexo, realizaram-se ensaios 
de (i) marcação nuclear com Hoechst 33258 e (ii) marcacão dupla com anexina V-FITC e IP. A 
apoptose, um processo de morte celular programada que permite a eliminação de células sem causar 
interferência nas células adjacentes, constitui um dos mecanismos ideais pelo qual os compostos anti-
tumorais promovem citotoxicidade em células cancerígenas (Elmore, 2007; Johnstone et al., 2002). 
Desta forma, identificar o mecanismo subjacente à morte celular induzida na presença do complexo 
JL130F1 seria crucial.  
 
 
3.2.1. Marcação com a Sonda Hoechst 33258 
A sonda Hoechst 33258 é utilizada na marcação de ácidos nucleicos, devido à emissão de 
fluorescência azul como resultado da sua interacção com o sulco menor da molécula de DNA (Martin 
et al., 2005; Smith et al., 1999). Assim sendo, esta sonda tem aplicabilidade na análise de alterações a 
nível nuclear, como aquelas denotadas em células apoptóticas, permitindo identificar núcleos com 
cromatina condensada e fragmentação nuclear (Yan et al., 2012; Cao et al., 2011; Wang et al., 2010). 
Uma vez que este tipo de alterações da morfologia nuclear se encontra associado à apoptose, a 
marcação com Hoechst 33258 é útil para uma avaliação preliminar da ocorrência deste tipo de morte 
celular. Além disso, a membrana citoplasmática é permeável a esta molécula, permitindo a sua entrada 
em células viáveis, sem que a integridade membranar esteja comprometida (Hoechst Stains, MP21486, 
Invitrogen 2005). Desta forma, também núcleos de células que não se encontram em apoptose podem 
ser marcados por este flourocromo, evidenciando-se núcleos com uma marcação uniforme, indicativa 
da presença de cromatina equitativamente distribuída pelo núcleo (Yan et al., 2012).  
O potencial apoptótico do complexo JL130F1 foi avaliado, numa primeira instância, pela 
marcação com a sonda Hoechst 33258, testando três diferentes concentrações do complexo, 20, 35 e 
50 μM, nas linhas tumorais HCT116 e HepG2 (Figuras 3.6 e 3.7, respectivamente). Pela análise das 
figuras foi possível observar, em ambas as linhas celulares tumorais, a presença tanto de fragmentação 
como de condensação nuclear, comparativamente ao núcleo de células normais. Estas alterações 
morfológicas são típicas de células apoptóticas, como mencionado por Yan e colaboradores (2012) 
bem como por Ziegler e Groscurth (2004). A presença de condensação da cromatina é visível não só 
pela redução do tamanho do núcleo, como também pela grande intensidade a que a sonda Hoechst 
33258 se faz apresentar. No controlo com solvente (DMSO) visualizaram-se núcleos com uma 
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distribuição uniforme da fluorescência, bem como a presença de células em mitose, indicando que este 
não induz apoptose nem impede a divisão celular, na concentração testada. Nas células incubadas com 
o complexo JL130F1, o número de células por preparação apresenta uma redução proporcional ao 
aumento da concentração, o que mais uma vez confirma o efeito citotóxico deste complexo.  
A cisplatina demonstrou ser capaz de induzir apoptose em diferentes tipos celulares, incluindo 





Figura 3.6 – Células da linha tumoral HCT116 marcadas com a sonda nuclear Hoechst 33258 após tratamento 
com ou sem o complexo JL130F1 nas concentrações de 20, 35 e 50 μM, por 48 horas: (A) Controlo com DMSO 
a 0,2 % (v/v) e sem complexo; (B) Complexo a 20 μM; (C) Complexo a 35 μM; e (D) Complexo a 50 μM. Os 







3.2.2.  Marcação com Anexina V-FITC e Iodeto de Propídio 
Os métodos que avaliam a ocorrência de apoptose pela observação de propriedades 
morfológicas características da mesma, como a marcação com Hoechst 33258, apresentam-se bastante 
subjectivos (Brumatti et al., 2008). De forma a confirmar com maior especificidade e sensibilidade a 
indução de apoptose, sugerida pelo ensaio de marcação com Hoechst, realizou-se a marcação dupla 
com anexina V-FITC e IP em células de HCT116 tratadas com várias concentrações do complexo.  
As anexinas são proteínas conhecidas pela capacidade de se ligarem reversivelmente a 
fosfolípidos na presença de Ca
2+
 (Brumatti et al., 2008). A anexina V, em particular, tem uma maior 
afinidade de ligação para a fosfatidilserina, que se encontra permanentemente no folheto interno da 
membrana celular mas que, sob um efeito indutor do processo apoptótico, sofre translocação para o 
folheto externo (Cao et al., 2011; Brumatti et al., 2008). FITC (isotiocianato de fluoresceína) consiste 
num fluoróforo que, estando associado à anexina V, permite a detecção, por emissão de fluorescência, 
Figura 3.7 – Células da linha tumoral HepG2 marcadas com a sonda nuclear Hoechst 33258 após tratamento 
com ou sem o complexo JL130F1 nas concentrações de 20, 35 e 50 μM, por 48 horas: (A) Controlo com 
DMSO a 0,2 % (v/v) e sem complexo; (B) Complexo a 20 μM; (C) Complexo a 35 μM; e (D) Complexo a 50 





das células em que houve externalização de fosfatidilserina (Brumatti et al., 2008). Esta externalização 
ocorre numa fase inicial do processo apoptótico e, por conseguinte, antes da perda de integridade da 
membrana celular (Cao et al., 2011; Brumatti et al., 2008). A integridade membranar apresenta-se 
comprometida em células em fases tardias do processo apoptótico e em células necróticas (Pec et al., 
2003). Estas são, portanto, permeáveis ao IP, um fluoróforo de exclusão, incapaz de penetrar em 
células com membrana citoplasmática intacta, que emite fluorescência ao interagir com ácidos 


















) (Sabbadini et al., 2012; Sawai e Domae, 2011).  
 Os resultados obtidos estão apresentados na Figura 3.8. Verifica-se a existência maioritária de 




), e portanto viáveis, tanto para o controlo (76,48 %) como 
para ambas as concentrações testadas de complexo, 35 μM (65,32 %) e 45 μM (60,14 %). No que 












), observa-se para as 
concentrações testadas uma predominância da apoptose em relação à necrose, registando-se 20,05 % 
para o controlo negativo (contendo 0,2 % (v/v) de DMSO) e 32,52 e 37,78 %, respectivamente, para as 
concentrações testadas de 35 e 45 μM de JL130F1. A maioria das células apoptóticas, para as três 




): 15,73 % 
para o controlo, 27,39 % para a concentração de 35 μM e 31,88 % para a concentração de 45 μM. É 
ainda inferido que a percentagem de células apoptóticas, iniciais e tardias, aumenta com o aumento da 
concentração de complexo. Desta forma, verifica-se para ambas as concentrações testadas, que o 
complexo JL130F1 promove a indução do processo apoptótico, como se tinha inicialmente constatado 




) são inferiores a 3,45 % 
(percentagem de células necróticas registadas para o controlo) na presença de qualquer uma das 
concentrações de complexo e curiosamente a sua percentagem diminui com a exposição ao mesmo. 
Em termos de variação comparativamente ao controlo, verifica-se, respectivamente para as 
concentrações de 35 e 45 μM, uma diminuição de 1,17 e 1,27 vezes em termos de células viáveis e um 






















































Figura 3.8 – Ensaio de citometria de fluxo para marcação dupla com Anexina V-FITC e IP, para quantificação 
de células em apoptose, inicial e tardia, e necrose, na ausência (controlo com 0,2 % (v/v) de DMSO) ou presença 
do complexo JL130F1 nas concentrações de 35 e 45 μM, em células HCT116, por 48 horas.  
 
 
Comparativamente à cisplatina, cuja exposição em células HCT116 a 33 μM por 24 h foi 
analisada por Tseng e colaboradores (2012), o complexo JL130F1, a 35 μM, induziu mais 6,72 % de 
células apoptóticas e menos 3,13 % de células necróticas.   
A redução do número de células viáveis não foi tão significativa quanto seria de esperar, uma 
vez que de acordo com os resultados de viabilidade obtidos por MTS (ponto 3.1) para estas 
concentrações, deveriam ser originadas perdas de viabilidade superiores a 50 %, o que não se verifica. 
A inexistência de proliferação celular, determinada pelos métodos de MTS e MTT (McGowan et al., 
2011), pode ter outra causa que não a disfunção metabólica. Assim, a observação de uma percentagem 
de células viáveis superior àquela registada em MTS indica que possivelmente o mecanismo pelo qual 
o complexo JL130F1 promove o seu efeito antiproliferativo está maioritariamente associado a uma 
paragem do ciclo celular e não à indução do processo apoptótico. É de salientar que a concentração de 
cisplatina utilizada por Tseng e colaboradores (2012) foi superior ao valor de IC50 registado neste 
trabalho experimental (15,3 µM) para a linha tumoral HCT116. Desta forma, seria de esperar que a 
esta concentração de cisplatina, a viabilidade celular fosse inferior a 50 %, o que leva a concluir que, 
também no caso da cisplatina, um outro mecanismo para além da apoptose deve estar subjacente à sua 
capacidade antiproliferativa nesta linha. A indução de um bloqueio do ciclo celular leva a que existam 
menos células em cultura comparativamente aos controlos. Desta forma, como os resultados de MTS 
são relativizados em função do controlo, não é possível distinguir se a diminuição da densidade celular 
das amostras tratadas se deve à perda de viabilidade ou ao bloqueio do ciclo celular. Por outro lado, os 
dados de citometria de fluxo permitem detectar especificamente a proporção de células não viáveis em 
cada amostra, uma vez que a marcação é dirigida a este tipo de células e que não são efectuadas 
relativizações face aos controlos. Serão posteriormente efectuados ensaios de citometria de fluxo para 
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análise da distribuição de células expostas ao complexo nas várias fases do ciclo celular, de modo a 
confirmar esta hipótese.  
 
 
3.2.3.  Actividade das Caspases-3/7 
Dada a referida discrepância entre os valores de viabilidade obtidos por MTS e por marcação 
com Anexina V-FITC e IP, recorreu-se à quantificação da actividade das caspases efectoras-3 e -7, de 
forma a confirmar o papel da apoptose como mecanismo de acção do complexo. O ensaio baseia-se na 
existência de um substracto pró-fluorescente de rodamina 110 (Z-DEVD-R110) que, na presença de 
caspases-3 e/ou -7 activas, é clivado (Figura 3.9) (Apo-One® Homogeneous Caspase-3/7 Assay, 
TB295, Promega 2009). O produto da clivagem é quantificado através da emissão de fluorescência 
verde. Existe assim uma proporcionalidade entre a quantidade de fluorescência emitida e a actividade 











A actividade das caspases-3/7 foi avaliada em células da linha tumoral HCT116, com uma 
exposição de 48 horas a concentrações crescentes (25, 35 e 45 µM) do complexo JL130F1. Os 






Figura 3.9 – Clivagem do substracto pró-fluorescente Z-DEVD-R110 pela activação das caspases-3/7, 
resultando na emissão de fluorescência verde correspondente à rodamina 110 (Adaptado de Apo-One® 
Homogeneous Caspase-3/7 Assay, TB295, Promega 2009). 

































Figura 3.10 – Variação da actividade das caspases-3/7 em relação ao controlo (contendo 0,2 % (v/v) de DMSO), 
na linha celular tumoral HCT116, após exposição às concentrações de 25, 35 e 45 µM do complexo JL130F1, 
por um período de 48 horas. 
 
O valor máximo de variação, obtido para a concentração de 35 µM, é de apenas 1,25 vezes, 
revelando aparentemente a ausência da indução do processo apoptótico em um número significativo 
de células. Este valor de actividade da caspase-3 pode ser justificado pelo extenso período de tempo 
(48 horas) em que o ensaio é realizado, uma vez que a caspase-3 na sua forma inactiva revela um 
tempo de vida de cerca de quatro horas (Hua et al., 2005). 
Zhang e colaboradores (2011) avaliaram a indução da actividade das caspases-3/7 pela 
cisplatina numa concentração de 10 µM na linha tumoral HCT116 após uma exposição de 48 horas. 
Verificaram que a actividade das caspases-3/7 aumenta ligeiramente, registando-se uma variação de 
aproximadamente 1,5 vezes relativamente ao controlo. Este ligeiro aumento da actividade de ambas as 
caspases efectoras foi confirmado por Zhang e colaboradores (2011), em ensaios de expressão por 
Western Blot, e aparenta ser consistente com a baixa proporção de apoptose registada.  
Os resultados obtidos para o complexo JL130F1 apresentam-se então consistentes com aqueles 
obtidos por Zhang e colaboradores (2011) para a cisplatina, na mesma linha tumoral HCT116, na 
medida em que a variação da actividade das caspases efectoras-3 e -7, não é muito significativa. Estes 
resultados indiciam que o complexo JL130F1 apresenta menor capacidade de indução de apoptose que 
a cisplatina, sendo consistentes com a baixa percentagem de células apoptóticas contabilizadas através 
do ensaio de marcação com anexina V-FITC e IP (ponto 3.2.2). 
 
 
3.2.4. Expressão de Genes Envolvidos no Processo de Apoptose 
A variação da expressão dos genes CASP3, BAX, BCL2 e CDKN1A que codificam, 













































foi avaliada a fim de tentar esclarecer a indicação de que a apoptose é um dos mecanismos subjacentes 
à capacidade antiproliferativa do complexo JL130F1. 
A partir de amostras de cDNA obtidas por transcrição reversa do RNA total extraído de células 
da linha tumoral HCT116 incubadas durante 48h na presença de 35 μM de JL130F1 ou de 0,2 % (v/v) 
de DMSO (controlo), foram realizadas as reacções de PCR usando primers específicos para a 
amplificação de cada um dos genes referidos. A variação da expressão destes genes foi avaliada por 
electroforese em gel de agarose dos produtos resultantes das reacções de PCR (Figura 3.11A). A 
quantificação da variação dessa expressão foi realizada por análise densitométrica, normalizando os 
valores de expressão dos genes CASP3, BAX, BCL2 e CDKN1A com a expressão do gene ACTB, que 




















Figura 3.11 – Avaliação da variação da expressão dos genes CASP3, BAX, BCL2 e CDKN1A, em células 
HCT116 incubadas com 35 μM de JL130F1 ou DMSO a 0,2 % (v/v) (controlo), por 48 horas. (A) Gel de agarose 
a 2 % (p/v) da electroforese dos produtos de PCR obtidos a partir das amostras de cDNA. M – marcador de pesos 
moleculares HyperLadder IV; C – controlo contendo DMSO; JL – complexo JL130F1. (B) Quantificação por 
densitometria da intensidade das bandas no gel de agarose anterior. Dados relativizados face ao controlo após 
normalização em relação à expressão do gene ACTB. 
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A intensidade das bandas correspondentes à amplificação do gene de referência ACTB (Figura 
3.11A), apresenta-se uniforme entre as amostras controlo e tratadas com o complexo JL130F1.  
A análise, por densitometria, dos fragmentos obtidos por electroforese em gel de agarose após 
normalização em relação à expressão do gene ACTB e relativização face ao controlo (Figura 3.11B), 
permite verificar que não existe uma alteração significativa na expressão do gene CASP3, que codifica 
para a caspase-3, um marcador da indução de apoptose (Sagar et al., 2009). No seu estado inactivo a 
caspase-3 apresenta uma redução da expressão ao longo do tempo, revelando um tempo de vida de 
aproximadamente quatro horas (Hua et al., 2005). Desta forma, se a apoptose for desencadeada numa 
fase inicial da incubação com o complexo, e uma vez que a presença de mRNA no citoplasma é 
transiente, há necessidade da realização de estudos de expressão na dependência do tempo, 
nomeadamente por períodos de tempo inferiores às 48 horas efectuadas neste ensaio. 
Na análise por densitometria dos genes BAX e BCL2, observou-se uma redução de expressão 
relativamente ao controlo. Uma razão Bax/Bcl-2 elevada é característica da via intrínseca da apoptose, 
que se sabe ser induzida pela cisplatina (Jiang et al., 2009; Elmore, 2007). Neste ensaio, o valor desta 
razão obtido para a amostra tratada é inferior ao observado para o controlo, indicando que no primeiro 
caso existe um nível de expressão inferior do gene que codifica para a proteína pró-apoptótica Bax e 
superior para o gene que codifica para a proteína anti-apoptótica Bcl-2. 
No que respeita ao gene CDKN1A que codifica para a proteína p21, um inibidor da progressão 
do ciclo celular (Ferrándiz et al., 2012), por análise de densitometria não foi igualmente possível 
determinar uma variação significativa. Desta forma, uma possível interferência na progressão do ciclo 
celular por parte do complexo em células HCT116, não parece dever-se à acção de p21.  
Contrariamente ao observado para o complexo JL130F1, foi determinada para a cisplatina a 
capacidade em promover a sobre-expressão do gene CASP3 (Sagar et al., 2009), bem como do gene 
BAX, conjuntamente com uma sub-expressão do gene BCL2 (Ikeguchi et al., 2002). Estes dados 
revelam assim a capacidade deste agente em induzir o processo apoptótico. Além disso, também foi 
identificada a sua capacidade em aumentar a expressão do gene CDKN1A (Luo et al., 2010), revelando 
que a cisplatina leva à inibição do ciclo celular através da acção de p21.  
Desta forma, observou-se uma discrepância dos resultados obtidos com esta técnica 
relativamente aos apresentados anteriormente pela dupla marcação com anexina V-FITC e IP (ponto 
3.2.2), na qual se observou, para as células incubadas com 35 µM de complexo, 32,52 % de células em 
apoptose. No entanto, tal como referido atrás será necessário fazer uma avaliação do perfil de 
expressão destes genes ao longo do tempo até às 48 horas, podendo-se então tentar correlacionar com 
os resultados obtidos por citometria de fluxo. Dado que a tecnologia de PCR em tempo real apresenta 
uma sensibilidade bastante superior como metodologia de quantificação da expressão, futuramente 



















































3.3. Interacção com o DNA 
Na caracterização de novos compostos com propriedades anti-tumorais, é importante a 
avaliação da sua interacção com a molécula de DNA (Ramachandran et al., 2012). O DNA constitui o 
alvo intracelular mais importante de agentes anti-tumorais de platina, sendo por isso um importante 
parâmetro a ter em conta no estudo deste tipo de compostos (Bartel et al., 2012; Desoise e Madoulte, 
2002, Onoa e Moreno, 2002).  
 
 
3.3.1. Espectroscopia de Absorção 
Os ensaios de espectroscopia de absorção apresentam-se como um dos métodos mais eficazes 
para a análise da ligação de um composto à molécula de DNA (Gallego et al., 2011; Shahabadi et al., 
2011). O modo de ligação de um complexo ao DNA permite inferir sobre o seu mecanismo de acção 
(Liao et al., 2005). Neste sentido, foram realizadas titulações UV a fim de estudar o modo de ligação 

















As titulações efectuadas com a adição de concentrações crescentes de CT-DNA permitiram 
visualizar uma alteração nos espectros de absorção do complexo, visível aos 265 nm, observando-se 
assim hipocromismo (decréscimo na absorção molar) e a ausência de desvio batocrómico (mudança do 
Figura 3.12 – Variação da absorvância do complexo JL130F1 (23,2 µM) na região do UV, na ausência (linha a 
preto) e na presença de concentrações crescentes de CT-DNA (maior concentração de DNA representada pela 
linha vermelha), em tampão 5 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7. Encontra-se também representada, no canto 
superior direito, a regressão linear que permite determinar o valor da constante de afinidade para o DNA (Kb). A 
seta indica a variação da absorvância com o aumento da concentração de DNA (0 a 22,7 µM). 
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máximo de absorvância). O hipercromismo e hipocromismo apresentam-se como as alterações 
espectrais subjacentes a modificações na estrutura da dupla hélice do DNA realizadas pela interacção 
de compostos (Efthimiadou et al., 2010). A presença conjunta de hipocromismo e batocromismo está 
normalmente associada a um modo de interacção por intercalação (Shahabadi et al., 2011; Liu et al., 
2003). Com base nesta preposição, e como não foi observado qualquer desvio batocrómico, pode 
inferir-se que o complexo em estudo não deverá estar envolvido num mecanismo de intercalação.  
A variação espectral resultante foi então comparada com a obtida para a DOX. O DNA é o alvo 
primário da acção desta, sendo que o seu modo de ligação ao DNA pode ocorrer por intercalação e por 
interacção com o sulco menor (Schonn et al., 2011; Liao et al., 2005; Cashman e Kellogg, 2004; 
Pratviel et al., 1998). Luís (2011) traçou o espectro para a DOX, na região do UV, em tampão 5 mM 
Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7, mantendo constante a concentração deste agente e aumentando 
sucessivamente a concentração de CT-DNA. Nestas condições, observou um efeito hipocrómico e 
uma ausência de batocromismo, tal como foi verificado para o complexo em estudo, o que é 
característico de ligação ao sulco, como visualizado por Liao e colaboradores (2005). Desta forma, é 
possível inferir que um mecanismo subjacente à acção do complexo na molécula de DNA pode dar-se 
por interacção com o sulco. Uma comparação com a variação espectral da cisplatina através de 
titulações UV não foi possível, uma vez que os ligandos que a constituem (duas aminas e dois cloros) 
não têm capacidade de absorver na região do UV (Lu et al., 2007). 
O cálculo da constante de afinidade para o DNA (Kb) permitiu determinar a intensidade de 
ligação do complexo, posteriormente comparada com a da DOX. A constante de ligação foi calculada 
através da curva [DNA] (εa-εf) versus [DNA] representada na Figura 3.12. O valor de Kb obtido para o 




. Por comparação ao valor de Kb para a DOX (3,48 




, Luís 2011), observa-se que ambas as constantes se encontram dentro da mesma 
ordem de grandeza, no entanto, o valor absoluto registado para JL130F1 apresenta-se superior ao da 
DOX, o que indica que o complexo em estudo tem uma afinidade de ligação ao DNA ligeiramente 
superior à da DOX. Adicionalmente, como referido por Coley e colaboradores (2008) a presença de 
ligandos heterocíclicos, como os ligandos de oxadiazol presentes no complexo JL130F1, podem, por 
conseguinte, explicar esta grande afinidade entre o complexo e o DNA. 
 
 
3.3.2. Ensaio de Retardamento da Mobilidade Electroforética (EMSA) 
Através do ensaio de espectroscopia de absorção, havia já a indicação da existência de 
interacção entre o complexo e a molécula de DNA. Desta forma, através da realização do ensaio de 
EMSA, tentou-se esclarecer o mecanismo pelo qual o complexo JL130F1 realiza esta interacção. Este 
ensaio permite a observação de alterações conformacionais da forma superenrolada na molécula de 
DNA plasmídico (Keck e Lippard, 1992). O DNA plasmídico, por ser uma molécula circular, permite 
observar a presença de intercalantes que, ao causarem desenrolamento da dupla hélice como 
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consequência do seu posicionamento entre as bases do DNA, provocam um retardamento na sua 
migração em gel de agarose (Palchaudhuri e Hergenrother, 2007; Choudhury e Bierbach, 2005). 
Contrariamente, complexos que estabelecem uma interacção com os sulcos do DNA, normalmente no 
sulco menor, ajustam a sua estrutura ao sulco menor e seguem a torção da molécula ao longo do eixo 
central, não desencadeando alterações conformacionais tão acentuadas no DNA (Armitage, 2005; 
Geierstanger e Wemmer, 1995). O DNA plasmídico apresenta três formas estruturais: a superenrolada 















A avaliação da interacção entre o complexo JL130F1 e o DNA plasmídico pBSKII (2961 pb) 
foi então realizada por electroforese em gel de agarose concentrado a 0,7 % (p/v), a fim de serem 
observadas potenciais alterações na mobilidade electroforética da banda correspondente à forma 
superenrolada do DNA plasmídico. A Figura 3.14 mostra o resultado da incubação do complexo com 
o DNA plasmídico (pBSKII) em tampão 10 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7,25, por um período de 
24 horas. De facto, o complexo parece interagir directamente com a estrutura superenrolada (Forma I) 
do DNA plasmídico, uma vez que na presença de concentrações crescentes de complexo, a banda 
correspondente a esta estrutura apresenta uma redução na sua mobilidade electroforética. Este efeito é 
bem visível a partir da concentração de 150 µM. Relativamente ao controlo contendo 1,5 % (v/v) de 
DMSO, não se observa uma alteração na mobilidade electroforética da banda correspondente à forma 




















Gümüş e colaboradores (2009) visualizaram uma redução na mobilidade electroforética para a 
banda correspondente à forma superenrolada (Forma I) de pBR322, e um aumento na migração da 
banda correspondente à forma circular relaxada (Forma II) perante concentrações crescentes de 
cisplatina. A alteração na migração de ambas as bandas da Forma I (redução) e Forma II (aumento), 
converge para a coalescência das duas, sendo este ponto de união correspondente à concentração de 
complexo necessária para o total desenrolamento da estrutura superenrolada do DNA e conversão na 
forma circular relaxada (Keck e Lippard, 1992). O ponto de coalescência foi atingido para a cisplatina 
aos 6,25 µM (Gümüş et al., 2009).  
A presença de aductos de platina está associada a uma desestabilização da molécula de DNA ao 
provocar a distorção da mesma, e daqui resulta a capacidade anti-tumoral dos compostos de platina 
(Natile e Cannito, 2009). Sabe-se que o principal aducto formado pela cisplatina, 1,2 GG intracadeia, 
tem a capacidade de promover uma torção da hélice de DNA que a direcciona para o sulco maior onde 
se encontra o átomo de platina que por sua leva ao desenrolar local da dupla hélice do DNA (Lenglet e 
David-Cordonnier, 2010; Stehlikova et al., 2002). De facto, compostos que ao estabelecerem ligação 
ao DNA, conseguem promover o desenrolamento da sua estrutura superenrolada, induzem 
retardamento da migração da banda correspondente a esta forma (Keck e Lippard, 1992). Assim, uma 
vez que este fenómeno foi observado para o complexo JL130F1, pode inferir-se que este poderá 
induzir a formação de aductos no DNA. Contudo, como um agente intercalante induz o 
desenrolamento da dupla hélice da molécula de DNA, também este poderá ser um mecanismo 
subjacente à actividade do complexo JL130F1 sobre o DNA. No entanto, a estrutura do complexo não 
deverá favorecer este mecanismo. 
 
Figura 3.14 – Electroforese em gel de agarose a 0,7 % (p/v) dos produtos resultantes da incubação do complexo 
JL130F1 em concentrações crescentes (60 a 350 µM) e DNA plasmídico pBSKII. λ/HindIII – marcador de pesos 
moleculares; C – controlo com DNA plasmídico pBSKII; DMSO – controlo com DMSO a 1,5 % (v/v) e sem 
complexo; L – pBSKII linearizado com HindIII. 








3.3.3. Digestão com SmaI e DraI 
O efeito citotóxico da cisplatina é grandemente determinado pela sua capacidade em formar 
lesões na molécula de DNA, com a formação de diferentes tipos de aductos (Boulikas et al., 2007). 
Após a bioactivação da cisplatina, os aductos formados pelo complexo catiónico resultante ocorrem 
em ambas as purinas: adenina (A) e guanina (G), com preferência para guaninas (Hannon, 2007; 
Kelland, 2007; Desoize, 2004). Os principais aductos formam-se na mesma cadeia do DNA entre duas 
bases adjacentes, sendo os mais prevalecentes os aductos 1,2 GG (60-65%), seguidos dos aductos 1,2 
AG (25%) (Boulikas et al., 2007; Hannon, 2007; Natile e Coluccia, 2001).  
A partir da indicação de uma elevada afinidade de ligação do complexo para o DNA (ponto 
3.3.1) e da possível formação de aductos pelo complexo em estudo (ponto 3.3.2), e tendo em conta a 
grande capacidade da cisplatina de estabelecer ligações covalentes com purinas, o objectivo deste 
ensaio é a análise da afinidade de ligação do complexo JL130F1 para regiões GC’s e AT’s. Para tal, 
realizou-se uma digestão enzimática com duas endonucleases, as enzimas SmaI e DraI. A enzima de 
restricção SmaI apresenta um local de reconhecimento rico em GC’s, de sequência de corte 5’ 
CCC|GGG 3’, restringindo entre a citosina (C) e a guanina (G) adjacentes 
(http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0141.asp, acedido em Agosto de 2012). A enzima 
DraI tem um local de reconhecimento rico em AT’s, com sequência 5’ TTT|AAA 3’, e local de 
restricção entre a primeira timina (T) e a adenina (A) adjacente 
(http://www.neb.com/nebecomm/products/productR0129.asp, acedido em Agosto de 2012). 
A Figura 3.15 representa a digestão enzimática do DNA plasmídico pUC18 (2686 pb) na 
presença do complexo nas razões [complexo]/[DNA] (r) de 0,1 e 0,3, com as duas endonucleases SmaI 
e DraI. Na presença do complexo JL130F1 verifica-se que ambas as enzimas de restricção mantêm a 





















Gümüş e colaboradores (2009) observaram a afinidade da cisplatina para sítios GG ou AA no 
DNA, recorrendo a um ensaio semelhante em DNA plasmídico pBR322 na presença das 
endonucleases BamHI (5’ G|GATCC 3’) e HindIII (5’ A|AGCTT 3’) 
(http://www.neb.com/nebecomm/products.asp, acedido em Agosto de 2012). Observaram que a 
incubação prévia de pBR322 com cisplatina previne a actividade de endonuclease de BamHI, de forma 
dependente da concentração. Este facto deve-se à sua grande afinidade para sítios GG, e desta forma a 
enzima de restricção já não tem a capacidade de linearizar o DNA plasmídico. Contudo, para HindIII 
observaram que apenas a concentrações elevadas de cisplatina (25 e 50 µM) ocorria o bloqueio da 
linearização do DNA plasmídico. Tal vai de encontro ao esperado, uma vez que a cisplatina apresenta 
preferência para a formação de aductos d(GpG) relativamente a d(ApG).  
Assim, uma vez que foi observado que JL130F1, às concentrações testadas, não previne a acção 
de restricção de SmaI e DraI, pode ser inferido que o complexo não tem afinidade para os locais de 
reconhecimento destas duas enzimas, e assim, não sendo possível determinar uma maior afinidade 
para regiões GC’s ou AT’s. No entanto, razões superiores de [complexo]/[DNA] deverão ser testadas. 
 
 
3.3.4. Capacidade de Indução de Aberrações Cromossómicas (Genotoxicidade) 
A indução de genotoxicidade por agentes quimioterapêuticos é conhecida como um mecanismo 
pelo qual estes exibem a sua actividade anti-tumoral, ao inibirem a replicação do DNA e 
consequentemente o crescimento celular (Aly et al., 2003). A indução de aberrações cromossómicas 
Figura 3.15 – Electroforese em gel de agarose a 0,8 % (p/v) dos produtos da digestão de pUC18 com as enzimas 
de restricção SmaI (um fragmento de 2686 pb) e DraI (três fragmentos de 1975, 692 e 19 pb, sendo o último não 
visível), após tratamento com o complexo JL130F1 nas razões [complexo]/[DNA] (r) de 0,1 e 0,3. λ/HindIII – 
marcador de pesos moleculares; C – DNA plasmídico pUC18; DMSO – solvente do complexo (controlo); SmaI e 
DraI – enzimas de restricção. 
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por compostos anti-tumorais indica a capacidade destes em promover genotoxicidade (Aly et al., 
2003). 
Desta forma, a aplicação deste ensaio baseia-se no conhecimento adquirido anteriormente, a 
partir dos ensaios de espectroscopia de absorção e EMSA (pontos 3.3.1 e 3.3.2, respectivamente), de 
que o complexo JL130F1 tem capacidade de interagir com o DNA, pelo que este poderá ser um 
importante alvo celular do complexo. Este ensaio permite então analisar se de facto o complexo 
interage com o DNA num ambiente celular. Para tal, foi estudada a possível existência de aberrações 
cromossómcas em células da linha V79 induzidas pelo complexo JL130F1, as quais são correntemente 
utilizadas nos estudos in vitro de avaliação da genotoxicidade (Valentin-Severin et al., 2003). Este 
estudo foi realizado contra um controlo positivo de Mitomicina C (MMC), um antibiótico com 
propriedades anti-tumorais, com aplicação clínica em vários tipos de cancros (Sontakke e Fulzele, 
2009). A sua actividade anti-tumoral advém da acção sobre a molécula de DNA que, ao formar 
ligações cruzadas com ambas as cadeias da dupla hélice, induz aberrações cromossómicas (Sontakke e 
Fulzele, 2009). 
Na Figura 3.16, encontram-se representados os diferentes tipos de aberrações cromossómicas 
analisadas, como resultado do tratamento das células V79 com o complexo JL130F1 nas 
concentrações de 5, 10 e 20 µM, juntamente com os resultados obtidos para o controlo negativo 







Figura 3.16 – Distribuição percentual dos diferentes tipos de aberrações cromossómicas em células metafásicas 
de fibroblastos pulmonares de hamster chinês (V79) após tratamento com o complexo JL130F1 nas 
concentrações de 5, 10 e 20 µM, 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo negativo) e MMC a 1,5 µM (controlo 
positivo). CTG – gap cromatídico; CTB – quebra cromatídica; TRI – rearranjo tri-radial; ENDO – 
endoreduplicação; CSG – gap cromossómico; CSB – quebra cromossómica; TETRA – rearranjo tetra-radial; 
MA – células multi-aberrantes. 
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Pela observação da Figura 3.16, pode então ser visualizada a existência de aberrações 
cromossómicas nas três concentrações de complexo testadas: a 5 µM apresenta CTG (4 %), a 10 µM 
contém CSB (1 %), MA (1 %), CTG (1 %), CSG (1 %) e ENDO (2 %), e a 20 µM observaram-se 
ENDO (1 %) e CTB (2 %). Comparativamente aos resultados obtidos para MMC que apresentou 
valores significativamente superiores de aberrações cromossómicas (CTG (7 %), CTB (22 %), CSB (7 
%), TRI (9 %), TETRA (2 %) e MA (3 %)), considerou-se que o complexo JL130F1 não é genotóxico. 
Adicionalmente, é possível inferir que o controlo com DMSO, apresentando apenas 2 % de CTG, 
parece também não ter efeito genotóxico sobre as células V79.  
Foi ainda avaliada a acção do complexo JL130F1 quanto à sua interferência na proliferação 
celular, através do Índice Mitótico (IM), ou seja, do número de células em mitose relativamente ao 
número total de células. Os resultados obtidos, apresentados na Figura 3.17, mostram uma diminuição 
do IM com o aumento da concentração de complexo. Esta redução pode indicar que o complexo 
apresenta capacidade de interferir na proliferação celular, como já havia sido discutido no ponto 3.2.2.  
 
Figura 3.17 – Variação do Índice Mitótico (IM) em células V79 após tratamento com o complexo JL130F1 nas 
concentrações de 5, 10 e 20 µM, 0,1 % (v/v) de DMSO (controlo negativo) e MMC a 1,5 µM (controlo positivo).  
 
A redução do IM na presença de MMC é bastante significativa, o que mais uma vez revela a 
grande genotoxicidade de MMC. Contudo, apesar de ser observada uma redução do IM para as 
concentrações testadas do complexo, esta não é tão acentuada como a obtida para MMC, confirmando 
mais uma vez a baixa capacidade genotóxica do complexo JL130F1. Adicionalmente, o DMSO a 0,1 
% não se mostra eficaz na redução do IM, indicando que a capacidade do complexo em reduzir o IM é 
inerente ao próprio e não ao seu solvente. 
Uma terapia eficiente baseada em complexos de platina parte do princípio que estes ocupem 
uma posição intracelular, onde se tornam activos e, desta forma, são posteriormente localizados no 
núcleo para que por último actuem sobre a molécula de DNA (Jung e Lippard, 2007). Caso este 

























(Jung e Lippard, 2007). Por exemplo, o átomo de Pt(II) apresenta ligação preferencial para ligandos 
contendo enxofre, como a glutationa, metionina, cisteína e histidina (Li et al., 2011; Kostova, 2006; 
Kostova, 2010). Desta forma, os compostos de Pt(II) podem nunca chegar a alcançar o DNA dada a 
existência de muitos destes ligandos ao nível celular, que competem pela ligação à platina (Kostova, 
2006; Kostova, 2010). De facto, a cisplatina apresenta maior capacidade para interagir com proteínas 
após a sua internalização nas células (75 a 85 %), enquanto os restantes 5 a 10 %, se ligam à molécula 
de DNA (Fuertes et al., 2003). O sequestro dos complexos no citoplasma pode justificar a menor 
capacidade do complexo JL130F1 em interagir com o DNA no núcleo, reduzindo a sua 
genotoxicidade.  
A capacidade de ligação por parte da cisplatina a proteínas está por seu lado envolvida nos 
problemas de toxicidade associados à utilização deste complexo (Li et al., 2011). Um dos mecanismos 
de resistência de células tumorais à cisplatina passa pelo aumento dos níveis de glutationa, um tri-
péptido envolvido em processos de destoxificação, cujo grupo tiol presente no resíduo de cisteína está 
envolvido na ligação ao complexo (Kartalou e Essigmann, 2001). Assim, esta falta de genotoxicidade 
por parte do complexo pode então estar associada à capacidade do complexo em interagir com 
proteínas de uma forma superior relativamente ao DNA.  
Mais ainda, conclui-se assim que a forte afinidade de um complexo para o DNA, como 
determinada através da constante de afinidade (Kb), não é indicador absoluto da citotoxicidade do 
complexo, sendo sempre essencial a determinação do modo de interacção entre o complexo e a 
molécula de DNA (Bartel et al., 2012). 
 
 
3.3.5. Ensaio de Inibição da Actividade de Decatenação da Topoisomerase II 
 As alterações topológicas na dupla cadeia do DNA, necessárias para processos celulares como a 
replicação e a transcrição, requerem a introdução de quebras na molécula de DNA, sendo as 
topoisomerases essenciais para a promoção destas quebras (Nitiss, 2009). A enzima nuclear 
topoisomerase II apresenta-se de grande importância em células viáveis ao estar envolvida em 
processos como a replicação, transcrição, recombinação de DNA, condensação e descondensação e 
segregação dos cromossomas (Thakur, 2011; Nitiss, 2009). A topoisomerase II permite o relaxamento 
da molécula de DNA, ao induzir uma quebra transiente na dupla cadeia da molécula (Nitiss, 2009; 
Cantero et al., 2006). Esta actividade pode ser estudada in vitro através da sua capacidade de 
decatenação de moléculas catenadas de DNA plasmídico (Figura 3.18) (Thakur, 2011; Nitiss, 2009; 

















 São conhecidos actualmente vários agentes quimioterapêuticos aplicados na prática clínica que 
interferem na actividade de topoisomerases, como a DOX e a cisplatina (Thakur, 2011; Cantero et al., 
2006).  
 A maioria dos agentes quimioterapêuticos que têm como alvo a topoisomerase II, incluindo a 
DOX, origina quebras permanentes no DNA, estabilizando as ligações covalentes do complexo de 
clivagem DNA-topoisomerase II e impedindo a actividade de ligase da enzima, não ocorrendo uma 
inibição directa da sua actividade (Thakur, 2011; Nitiss, 2009; McClendon e Osheroff, 2007). Por 
outro lado, a cisplatina apresenta-se como um inibidor da topoisomerase II, através de dois 
mecanismos diferentes baseados (i) na sua capacidade de formar vários tipos de aductos na molécula 
de DNA que impedem a ligação da enzima ao DNA, e (ii) através da reacção com grupos tiol livres 
dos resíduos de cisteína da toposiomerase II (Cantero et al., 2006; Hasinoff et al., 2005). A cisplatina 
tem, portanto, a capacidade de inibir a actividade da topoisomerase II de uma forma distinta da DOX, 
uma vez que não promove a formação de um complexo de clivagem estável DNA-topoisomerase II 
(Hasinoff et al., 2005). 
Tendo em conta a capacidade da cisplatina de inibir a actividade desta enzima, pretendeu-se 
verificar se o complexo em estudo tem a capacidade de promover tal inibição. O complexo JL130F1, 
comparativamente ao demonstrado para a DOX (controlo positivo), parece não ter capacidade de inibir 
a acção de decatenação da enzima topoisomerase II. Tendo em conta o perfil electroforético 
visualizado na Figura 3.19, o kDNA incubado com o complexo apresenta duas bandas 
correspondentes a duas moléculas de DNA circular em dupla cadeia após decatenação pela 
topoisomerase II, indicando que o complexo não interfere na actividade da enzima. É ainda perceptível 
que o DMSO não tem qualquer acção de inibição da actividade de decatenação da topoisomerase II. 
 
 
Figura 3.18 – Processo de decatenação de duas moléculas de DNA plasmídico, induzido pela topoisomerase II, 
através da formação de uma quebra em cadeia dupla numa molécula de DNA, com consequente separação das duas 














A implicação da topoisomerase II na segregação dos cromossomas indica que, aquando da 
inibição da sua actividade, pode ocorrer endoreduplicação (Cantero et al., 2006). A endoreduplicação 
é identificada pela presença de cromossomas constituídos por quatro cromatídeos (diplocromossomas) 
em células metafásicas, contrariamente aos dois cromatídeos encontrados numa metáfase normal, 
alcançados após duas etapas sucessivas de replicação de DNA sem segregação (Cantero et al., 2006). 
Uma vez que a cisplatina é um inibidor da actividade catalítica da topoisomerase II, este agente 
apresenta capacidade de promover endoreduplicação (Cantero et al., 2006; Hasinoff et al., 2005). 
A identificação da incapacidade do complexo em inibir a actividade de decatenação da 
topoisomerase II, revela então que os casos de endoreduplicação visualizados no ponto 3.3.4 não se 
devem a esta inibição. 
 
 
3.4. Progressão do Ciclo Celular  
A possível interferência do complexo JL130F1 na progressão do ciclo celular foi analisada por 
citometria de fluxo. Esta técnica foi realizada no sentido de esclarecer as diferenças observadas entre 
os resultados de viabilidade celular (ponto 3.1), a percentagem de morte celular (32,52 % de células 
em apoptose) obtida através de dupla marcação com anexina V-FITC e IP após exposição das células a 
35 μM do complexo (ponto 3.2.2), e a actividade das caspases efectoras-3 e -7 (ponto 3.2.3), onde foi 
observada uma reduzida taxa de apoptose induzida pelo complexo. Também a cisplatina demonstrou 
ser pouco efectiva na indução do processo apoptótico na linha tumoral HCT116, como determinado 
por Tseng e colaboradores (2012) e Zhang e colaboradores (2011) e discutido anteriormente. Além 
disso, Zhang e colaboradores (2011) determinaram para a cisplatina a capacidade de induzir a paragem 
da progressão do ciclo celular em G2/M em células HCT116. Assim, a regulação da progressão do 
Figura 3.19 – Gel de electroforese a 1 % (p/v) de agarose demonstrando a capacidade inibitória da actividade de 
decatenação da topoisomerase II por JL130F1 e DOX. λ/HindIII – marcador de pesos moleculares; C(-) – 
ausência da topoisomerase II; DOX – DOX na concentração de 1 µM; C (DMSO) – presença do solvente de 
JL130F1, DMSO, a 0,5 % (v/v); JL130F1 – complexo em estudo na concentração de 75 µM. 
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ciclo celular pode ser um potencial mecanismo pelo qual o complexo JL130F1 promove a sua 
citotoxicidade. 
De modo a testar esta hipótese, foram realizados ensaios de citometria de fluxo em células da 
linha HCT116 marcadas com IP, após incubação na presença do complexo em estudo ou na presença 
de DMSO (controlo). Contudo, não houve coerência nos resultados obtidos após a realização de dois 
ensaios independentes, não sendo possível retirar conclusões pertinentes sobre a capacidade do 
complexo interferir na paragem da progressão do ciclo celular. Desta forma, a optimização da técnica 













4. Conclusão e Perspectivas Futuras 
A descoberta do potencial anti-tumoral da cisplatina e a sua aplicação na clínica promoveu a 
síntese exaustiva de uma série de compostos análogos desta. Contudo, estão associados à cisplatina, 
assim como aos seus derivados utilizados na prática clínica (carboplatina, oxaliplatina e nedaplatina), 
problemas de desenvolvimento não só de efeitos secundários severos como também de resistência 
intrínseca ou adquirida por parte das células tumorais. Desta forma, é de extrema importância a síntese 
de novos complexos com capacidades melhoradas, isto é, desencadeando menos efeitos tóxicos nas 
células saudáveis e mantendo um mesmo potencial citotóxico comparativamente à cisplatina. Neste 
sentido, desenvolveu-se o estudo de compostos de configuração trans, tendo sido demonstrado que a 
actividade anti-tumoral não era exclusiva de compostos de platina de configuração cis.  
O complexo JL130F1, contendo um átomo de platina e na sua coordenação dois ligandos de 
oxadiazol e dois cloros em configuração trans, revela-se citotóxico para ambas as linhas celulares 
tumorais testadas HCT116 e HepG2, apresentando valores de IC50 de 22,74 e 22,08 μM, 
respectivamente, superiores aos determinados para os agentes quimioterapêuticos cisplatina e DOX. 
Contudo, contrariamente a estes dois agentes anti-tumorais, JL130F1 demonstra-se selectivo, com 
maior especificidade para as células das linhas tumorais do que para células de duas linhas não-
tumorais de fibroblastos e MCF-10A, não revelando uma inibição da proliferação celular em 50 % da 
população de células para as concentrações testadas. Tal indica que o complexo possui uma actividade 
dirigida, reduzindo potencialmente a produção de efeitos secundários. A apoptose parece ser um dos 
mecanismos associados à capacidade antiproliferativa do complexo, tendo-se observado um aumento 
do número de células apoptóticas de forma dependente da concentração. Não se verificou, no entanto, 
um aumento de células em necrose. Contudo, a indução de apoptose não foi muito elevada, o que por 
sua vez foi corroborado por estudos de actividade de caspases efectoras-3 e -7. Estudos de expressão 
de genes envolvidos no processo apoptótico apresentaram contudo resultados discrepantes aos obtidos 
para o potencial apoptótico do complexo, impulsionando futuras análises por PCR em tempo real dos 
genes BAX, BCL2, CASP3 e CDKN1A ou Western Blot para avaliação da expressão das proteínas Bax, 
Bcl-2, caspase-3 e p21 condificadas por estes genes. Além disso, a marcação dupla permitiu verificar a 
existência de uma proporção de células viáveis demasiado elevada comparativamente aos resultados 
obtidos para as mesmas concentrações de complexo através do ensaio de MTS. Esta discrepância 
sugeriu uma possível interferência do complexo sobre a progressão do ciclo celular. De facto, 
verificou-se uma diminuição do índice mitótico, em células V79, com o aumento da concentração do 
complexo. Estes resultados serão posteriormente validados através de uma análise da distribuição das 
células pelas várias fases do ciclo celular, por citometria de fluxo com marcação com iodeto de 
propídio. 
Estudos in vitro, nomeadamente titulações UV e de mobilidade electroforética, revelaram a 
existência de interacção entre o complexo JL130F1 e o DNA. Verificou-se a presença de 
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hipocromismo e ausência de batocromismo no espectro de absorção do complexo, com aumento da 
concentração de CT-DNA em solução. Este resultado é consistente com uma possível acção sobre o 
DNA por interacção com o sulco. As titulações UV permitiram ainda determinar a constante de 
afinidade para o DNA, revelando uma elevada capacidade de interacção com o mesmo por parte do 
complexo. Os ensaios de variação da mobilidade electroforética mostraram um retardamento da 
migração da forma superenrolada de DNA plasmídico perante concentrações crescentes de JL130F1. 
Esta variação pode advir da formação de aductos, pelo que o complexo pode ter um mecanismo de 
acção semelhante ao da cisplatina. Contudo, a ausência de afinidade de JL130F1 para regiões GC’s ou 
AT’s, como evidenciado pelo ensaio de restricção com as enzimas SmaI e DraI, não permite inferir 
quais as regiões preferenciais para a formação de aductos pelo complexo. Assim, é necessária a 
aplicação de métodos de detecção de aductos, como o ensaio Comet (Bartel et al., 2012), 
espectrometria de massa (Singh e Farmer, 2006), ou a posterior marcação com 
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P (Stiborová et al., 
2011).  
Apesar de se ter observado a interacção do complexo com o DNA por exposição directa em 
solução, ensaios de genotoxicidade em células V79 indicaram que JL130F1 não induz aberrações 
cromossómicas de forma significativa. Desta forma, o complexo pode actuar sobre outras 
biomoléculas. A indicação de uma elevada afinidade por parte do átomo de platina para ligandos 
contendo enxofre (Kostova, 2006; Kostova, 2010), vai ao encontro com uma possível ligação a 
proteínas pelo complexo JL130F1, nomeadamente a glutationa, que se sabe estar envolvida na 
resistência de tumores à cisplatina (Kartalou e Essigmann, 2001). Desta forma, a fim de ser 
confirmada esta hipótese, serão posteriormente realizados estudos de interacção com proteínas para 
avaliação, por Western Blot, dos níveis de glutationa reductase. Serão ainda efectuados ensaios de 
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